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Résumé 
Nicolas Thiault 
  
 
 
Directeur de Thèse : Dr. Paola Romagnoli 
Thèse soutenue à Toulouse, le 28 novembre 2014  
 
Les lymphocytes T régulateurs Foxp3+ (Tregs) jouent un rôle essentiel dans le 
maintien de l’homéostasie immunitaire et préviennent ainsi les maladies auto-immunes et 
inflammatoires chroniques. Comme les autres lignées de lymphocytes T, les Tregs se 
développent dans le thymus. Or, le répertoire des Tregs est enrichi en cellules auto-
spécifiques, contrairement à celui des lymphocytes T conventionnels (Tconvs). Les critères 
du développement de ces deux populations sont donc différents et restent à être élucidés. 
Notre équipe a montré que le développement des Tregs est quantitativement contrôlé 
par des facteurs autres que la spécificité de leurs précurseurs. Afin d’identifier les mécanismes 
impliqués dans cette régulation, nous avons entrepris une étude du développement des Tregs 
dans des souris rapporteurs dans lesquelles le temps révolu depuis la sélection positive d’une 
cellule T peut être évalué. Notre équipe a pu montrer que les Tregs nouvellement développés 
restaient plus longtemps dans le thymus que les Tconvs. Or, nous avons également observé 
qu’une partie très importante des Tregs a passé une période beaucoup plus importante depuis 
sa sélection positive. L’origine de ces Tregs plus ancienne reste inconnue : Ils peuvent être 
des cellules résidentes du thymus ou des cellules recirculantes de la périphérie. Nous avons 
analysé le répertoire des TCR exprimés par ces cellules et avons observé que des événements 
de contraction et d’expansion périphériques étaient reflétés dans le thymus. Les Tregs plus 
anciens avaient également un phénotype activé trouvé dans la périphérie. Dans le thymus de 
souris dans lesquelles les lymphocytes T CD4+ étaient spécifiquement déplétés en périphérie, 
la proportion de Tregs plus anciens était fortement réduite. Collectivement ces résultats 
montrent que la majorité des Tregs thymiques plus anciens sont des cellules recirculantes 
provenant de la périphérie. Parallèlement, nous avons détecté dans les thymi humains des 
Tregs effecteurs activés et différenciés provenant de la périphérie. Chez la souris, nous avons 
observé que les récepteurs aux chimiokines, notamment CXCR4, étaient impliqués dans la 
recirculation des Tregs périphériques dans le thymus. Enfin, nous avons étudié les 
conséquences potentielles de la recirculation des Tregs périphériques. Nous avons observé 
que, avec l’âge, la proportion des Tregs totaux dans le thymus restait constante. Or la 
proportion de Tregs recirculants augmentait et celle des cellules qui se développent 
nouvellement diminuait. Chez les souris dans lesquelles il n’y avait pas de recirculation, nous 
avons observé une augmentation importante du développement des Tregs dans le thymus. 
Dans un système de culture in vitro de lobes thymiques, l’ajout de Tregs matures issus de la 
périphérie inhibait le développement des Tregs. L’ensemble de ces résultats montre que les 
Tregs recirculants inhibent le développement des Tregs dans le thymus. 
En conclusion, nos résultats démontrent que, suite à leur activation, les Tregs 
périphériques peuvent recirculer dans le thymus et y inhiber le développement de nouveaux 
Tregs. Avec l’âge, l’augmentation importante de la proportion des Tregs recirculants restreint 
davantage le nombre de Tregs générés dans le thymus. 
Les lymphocytes T régulateurs périphériques qui recirculent dans le thymus inhibent le 
développement de leur précurseurs 
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Thesis surpervisor : Dr. Paola Romagnoli 
Toulouse, November 28th 2014 
 
Regulatory T cells (Tregs) expressing Foxp3 play a key role in peripheral immune 
tolerance and thus prevent auto-immune and chronic inflammatory diseases. As most other T 
cell lineages, Tregs develop in the thymus. However, the Treg repertoire is enriched in auto-
specific cells, contrary to the conventional T cell (Tconvs) repertoire. Therefore, the criteria 
ruling development of Treg and Tconv are distinct and remain to be determined. 
Our group has shown that Treg development is quantitatively regulated by factors 
other than the specificity of their precursors. To identify the mechanisms involved in this 
regulation, we have studied Treg development in a transgenic reporter mouse in which time 
spent since positive selection of a T cell can be determined. Our group has demonstrated that 
newly developing Tregs dwell longer in the thymus than Tconvs. Moreover, we have 
observed a substantial Treg population in the thymus which has spent a much more important 
period from positive selection.  The origin of these older Tregs remains unknown: they could 
be either thymic resident cells or cells recirculating from the periphery. We have analyzed the 
TCR repertoire of these cells and shown that peripheral contraction and expansion events 
were reflected in the thymus. The older Tregs also displayed a phenotype of activated Tregs 
found in the periphery. In the thymus of mice where peripheral CD4+ T cells are specifically 
depleted the proportion of older Tregs was strongly reduced. Collectively these data show that 
most of older Tregs in the thymus are cells recirculating from the periphery. In parallel, we 
have found in the human thymus activated and differentiated Tregs coming from the 
periphery. In mice, we have observed that chemokine receptors, especially CXCR4 were 
implicated in peripheral Treg re-entry into the thymus. Finally, we have addressed the 
potential consequences of peripheral Treg recirculation. We have shown that with age the 
proportion of recirculating Tregs increased while that of developing Tregs diminished. In 
mice in which recirculation is abolished, we have observed a strong increase of Treg 
development. Furthermore, in an in vitro culture-system of thymic lobes, the addition of 
mature Tregs from the periphery inhibited Treg development. Combined, these data show that 
recirculating Tregs control de novo development of their precursors in the thymus.  
In conclusion, our results demonstrate that, upon activation, peripheral Tregs can 
migrate back to the thymus and regulate the de novo development of Tregs. With age, the 
significant increase of recirculating Treg restrains the number of Tregs generated in the 
thymus.   
Peripheral regulatory T lymphocytes which recirculate to the thymus   
restrain the development of their precursor 
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Figure 1 : Mécanismes de la tolérance immune 
Les précurseurs hématopoïétiques migrent dans le thymus où ils vont donner lieu à des 
vagues de développement des lymphocytes T. Dans le cortex, les thymocytes restreints aux 
CMH du soi, utiles à l’organisme vont être sélectionnés positivement. Dans la médulla, un 1er 
niveau de tolérance intervient via l’élimination de la grande majorité des thymocytes auto-
spécifiques par les mécanismes de sélection négative. Cependant, certains échappent à la 
sélection négative et quittent le thymus. Dans la périphérie, ces cellules auto-réactifs sont 
contrôlées par les mécanismes de la tolérance périphérique qui agissent directement sur les 
lymphocytes T auto-spécifiques (tolérance passive) ou via l’intervention de cellules 
régulatrices possédant des capacités immuno-suppressives (e.g : les lymphocytes T 
régulateurs). 
Les cellules possédant un noyau rouge représentent les cellules auto-spécifiques.   
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Chez les mammifères, les mécanismes qui contrôlent le développement des 
lymphocytes T (LTs) dans le thymus assurent l’expression par ces cellules d’un récepteur, le 
TCR (« T cell receptor »). L’ensemble des TCRs exprimés par les LTs (répertoire de TCR) va 
permettre la reconnaissance d’un nombre important d’antigènes. Cette diversité permet au 
système immunitaire d’assurer la protection efficace de l’organisme contre de multiples 
agressions de micro-organismes (e.g virus, bactéries…), mais également contre le 
développement de cellules tumorales dans différents types de cancer. Cependant, une des 
conséquences de cette large diversité, est la reconnaissance inévitable d’antigènes du soi par 
le système immunitaire. Néanmoins, ces réponses immunes dirigées contre les cellules et 
tissus du soi sont strictement contrôlées. Toute rupture de ce contrôle entraine l’apparition de 
pathologies auto-immunes sévères. Le système immunitaire possède donc cette capacité 
remarquable et essentielle de pouvoir simultanément diriger des attaques contre différents 
pathogènes et de rester aveugle vis-à-vis du soi ; ce concept est connu sous le nom de 
tolérance immune et regroupe l’ensemble des mécanismes physiologiques conduisant le 
système immunitaire à ne pas s’attaquer au soi. Ce concept a été étendu, à un certain niveau, 
au non soi, notamment une tolérance vis-à-vis des bactéries commensales présentes dans le 
tractus digestifs, ainsi qu’aux nombreux antigènes environnementaux présents, par exemple, 
dans les voies aériennes au niveau des poumons.  
 Cette tolérance immune se traduit par l’élimination ou la neutralisation des cellules 
auto-spécifiques, donc potentiellement dangereuses pour l’organisme, via différents 
mécanismes agissant à différents niveaux dans l’organisme (Figure 1). A un premier niveau, 
la tolérance centrale, qui se déroule dans le thymus pendant la sélection des LTs, permet 
l’élimination des cellules matures auto-spécifiques avant leur sortie dans la périphérie(1). Le 
second niveau intervient dans la périphérie où des LTs auto-réactifs ayant échappés à la 
tolérance centrale sont pris en charge par des mécanismes d’induction de tolérance 
périphérique(2) qui peuvent êtres : 
1- Passive car intrinsèque aux cellules T. 
2- Dominante car dépendante de l’action tolérogène de cellules spécifiques du 
système immunitaire. 
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 Afin de maintenir l’intégrité de l’organisme, un premier niveau de tolérance est mis en 
place durant le développement des LTs dans le thymus. Au sein de cet organe, différents 
acteurs cellulaires ainsi que différents mécanismes vont être impliqués dans l’élimination des 
LTs auto-spécifiques, dangereux pour l’organisme: il s’agit de la sélection négative qui va 
survenir lors d’interactions des thymocytes avec différentes cellules présentatrices de 
l’antigène (CPA) présentes dans la médulla thymique. (Figure 1). 
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  L’anergie est un état d’hypo-réponse caractérisé par des altérations fonctionnelles au 
niveau de la division cellulaire, la différenciation, la production de cytokines par les LTs(3). 
Dans le thymus, l’anergie des LTs auto-spécifiques est médiée par l’interaction forte de LTs 
exprimant un TCR spécifique pour un complexe CMH/peptide du soi exprimé à la surface des 
cellules épithéliales thymiques médullaires (mTECs). Il est à noter que les mTECs possèdent, 
également, la particularité de pouvoir présenter des peptides tissulaires ectopiques, grâce à 
l’expression du facteur de transcription Aire. Cette particularité permet la neutralisation de 
cellules spécifiques d’antigènes tissulaires et renforce l’induction de la tolérance au soi(4, 5). 
9 '! ! 
 Le second mécanisme de la sélection négative est la délétion clonale. Ce dernier 
permet l’induction d’apoptose de thymocytes auto-spécifiques. Cette élimination est causée 
par l’interaction forte des thymocytes avec les cellules dendritiques (DCs) qui sont 
essentiellement présentes dans la médulla(6). Le groupe d’Hogquist montre également que les 
rares DCs CD11c+ dans le cortex sont aussi capables de déléter les thymocytes auto-
spécifique à ce niveau (7). 
 L’utilisation de chimères hématopoïétiques, dans lesquelles les DCs sont issues d’une 
moelle osseuse d’une souris déficiente pour les molécules de CMH, a permis d’évaluer la 
contribution des DCs dans ce mécanisme de tolérance(8). Ainsi dans le thymus de ces souris 
chimériques il est observé près de 3 fois plus de thymocytes matures indiquant que les DCs 
sont responsables de la délétion de près de deux tiers du répertoire des thymocytes en 
développement.  
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En conclusion, il apparaît que durant le développement des LTs dans le thymus, les 
mécanismes de sélection négative, l’induction d’anergie et la délétion clonale qui seront 
abordées dans un prochain chapitre, permettent l’élimination des thymocytes auto-spécifiques 
induisant une tolérance centrale efficace. Cependant, certains thymocytes auto-réactifs 
échappent aux mécanismes de sélection négative et quittent le thymus pour migrer en 
périphérie. Ces LTs potentiellement dangereux pour l’organisme vont être contrôlés par 
différents mécanismes de tolérance en périphérie(9, 10). 
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 L’induction de tolérance dans la périphérie est, en partie, dépendante de mécanismes 
intrinsèques aux LTs. Cette tolérance périphérique dite passive est composée de quatre 
mécanismes que sont l’ignorance, l’anergie, la déviation phénotypique et l’apoptose(2) 
(Figure 2). 
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L’ignorance des LTs auto-spécifiques est un mécanisme qui empêche la 
reconnaissance ou l’activation des LTs vis-à-vis de certains antigènes du soi. La séquestration 
d’antigènes dans des sites dits immuno-privilégiés, peu faciles d’accès pour le système 
immunitaire dû à une faible présence de vaisseaux lymphatiques drainants, entraine 
l’ignorance des LTs qui ne rencontrent pas l’antigène dont ils sont spécifiques. Les yeux, le 
cerveau ou encore l’utérus gravide sont connus comme pour être les principaux sites immuno-
privilégiés de l’organisme(11). L’ignorance peut être également causée par une faible quantité 
d’antigènes n’atteignant pas le seuil nécessaire à l’activation des LTs(12). Un exemple de ce 
mécanisme est apporté par le groupe de Benoist & Mathis qui a montré que chez les souris 
juvéniles uniquement, la présentation d’antigènes pancréatiques est compromise et ne permet 
pas l’activation de LTs diabétogènes, expliquant probablement le retard observé, dans 
l'apparition de la maladie chez des souches de souris prédisposées au diabète(13) (Figure 2). 
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En parallèle à l’induction d’anergie médiée par les mTECs dans le thymus, en 
périphérie, la rencontre de LTs avec des antigènes du soi peut également conduire à l’anergie 
de ces cellules. Ce mécanisme a été initialement observé in vitro, en stimulant le TCR de LTs  
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Figure 2 : Mécanismes de la tolérance passive 
a : Les cellules T auto-spécifiques ne rencontrent jamais l’antigène du soi pour lequel elles 
sont spécifiques. b: La rencontre avec un antigène du soi peut induire l’anergie des 
lymphocytes T via l’interaction de CTLA-4 ou PD-1 (exprimés par les lymphocytes T) avec 
leur ligand CD80/86 ou PDL1/2. c : La déviation immune est la mise en place d’une réponse 
immune non pathogénique et inadaptée. d : Une stimulation antigénique répétée entraine 
l’expression de FasL (Fas ligand) qui, en se liant à Fas, provoque la mort des lymphocytes T 
auto-spécifiques. 
APC : Antigen presenting cells ; CTLA-4 : Cytotoxic T lymphocyte antigen-4 ; FasL : Fas 
ligand ; MHC : major histocompatibility complex ; PD-1 : programmed death 1 ; PDL-1 : PD- 
1 ligand ; TCR : T cell receptor ; Th : T helper 
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en absence de co-stimulation(14). Une étude du groupe de mcConnell, montre que 
contrairement à ce qui était attendu, le blocage des molécules de co-stimulation CD80, CD86  
diminue l’induction d’anergie(15). Ce résultat suggère que l’induction d’anergie n’est pas 
uniquement imputable à une activation abortive liée à une absence de co-stimulation et que 
différents mécanismes peuvent être impliqués dans ce processus.  
Le blocage, par un anticorps monoclonal, de CTLA-4 (« cytotoxis T lymphocyte 
antigen-4 »), un homologue de CD28 aux propriétés inhibitrices, empêche l’induction 
d’anergie de LTs DO11.10 spécifiques de l’ovalbumine (OVA), transférés dans une souris 
receveuse immunisée à l’OVA par voie intra-péritonéale(16). Ce résultat suggère que la 
liaison de CD80 et CD86 avec CTLA-4 est requise pour l’induction d’anergie in vivo. Il a été 
également suggéré que le récepteur PD-1 pourrait être impliqué dans l’induction d’anergie. 
Ce dernier est exprimé fortement par les cellules anergiques(17). De plus, les souris 
déficientes pour ce récepteur souffrent de différents syndromes auto-immuns, dont la nature 
dépend du fond génétique de l’animal(18, 19). PD-1 possède deux ligands : PDL-1 dont 
l’expression est quasi ubiquitaire, et PDL-2 exprimé uniquement à la surface des DCs et 
macrophages. Différentes études montrent que l’interaction de PD-1 avec ces ligands mène à 
l’inhibition de l’activation des LTs(20, 21) (Figure 2). 
7 
+)"!%!")-%&*
Alors que l’ignorance et l’anergie empêchent l’activation de LTs auto-spécifique, la 
déviation phénotypique est un mécanisme de tolérance modifiant le phénotype de LTs 
pleinement activés, les rendant non délétères pour l’organisme. Ce mécanisme a été illustré 
dès 1999 par l’équipe de Sarvetnick. Dans cette étude, le transfert adoptif, dans des souris 
NOD SCID de LTs CD4+ BDC 2.5 diabétogènes polarisés in vitro en LTs Th2 n’entraine pas 
le développement de diabète, contrairement aux LTs polarisés en LTs Th1(22). Des données 
similaires montrent que dans un modèle de l’encéphalomyélite auto-immune expérimentale 
(EAE), le transfert de LTs Th1 spécifique du peptide PLP139-151 (« Proteolipid protein 
peptide ») dans des souris hôtes SJL, induit le développement de cette pathologie. En 
revanche, les auteurs ont constaté que l’injection de cellules T activés avec le peptide LR, un 
peptide altéré du peptide PLP139-151 ne conduit pas au développement de l’EAE chez les souris 
receveuses. Les auteurs ont pu observer que ces cellules produisaient de l’IL-4, de l’IL-13 
ainsi que du TGF-β illustrant la déviation phénotypique de ces cellules vers un phénotype de 
type Th2. Enfin, le transfert adoptif de co-cultures de LTs Th1 spécifiques de PLP139-151, 
activé par ce peptide avec les cellules T activées par le peptide LR, ne permet pas le 
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développement de l’EAE chez les souris receveuses. L’utilisation des anticorps bloquants 
dans les co-cultures ont pu directement impliquer les cytokines IL-4, IL-13 et TGF-β dans le 
contrôle de la pathologie en inhibant la production de cytokines de type Th1(23) (Figure 2). 
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L’élimination par l’induction d’apoptose de LTs auto-spécifiques d’antigènes du soi 
est un mécanisme connu sous le terme d’AICD (« Activation induced cell death »). Ce 
mécanisme de tolérance survient lors d’engagements répétés du TCR avec des CPAs 
présentant le complexe CMH/peptide dont il est spécifique. Le récepteur de mort Fas (CD95) 
et de son ligand FasL sur-exprimé par les LTs activés joue un rôle important dans ce 
processus. En effet, les souris MRL/lpr et MRL/gld, déficientes respectivement pour Fas et 
FasL développent un syndrome lupique hyper prolifératif(24, 25). De plus, chez l’Homme 
l’apparition du syndrome ALPS (« autoimunne lymphoproliferative syndrome ») est associé à 
un défaut de signalisation de ce récepteur(26). 
De nouvelles avancées sur l’AICD ont permis d’identifier un rôle pour la protéine 
PTEN (« phosphatase and tensin homolog »). Dans un système de KO conditionnel, où 
l’expression de cette protéine est invalidée uniquement dans les LTs, le nombre de ces 
cellules augmente, suite à une intense prolifération et une résistance accrue à l’apoptose. Il est 
à noter que les auteurs en réalisant des réactions lymphocytaires mixtes syngéniques ont pu 
mettre en évidence une proportion importante de cellules T auto-réactives dans ces souris 
invalidées(27).  
Un premier travail de Leonardo en 1991, a montré qu’en bloquant le récepteur à l’IL-2 
(l’IL-2R) avec un anticorps, l’apoptose de LTs Vβ8+ spécifiques du SuperAntigène SEB était 
inhibée(28). De plus, l’utilisation de LTs déficients pour CD25, la chaine α du récepteur à 
l’IL-2 démontre que ces cellules sont toujours capables de proliférer en présence d’autres 
facteurs de croissance que l’IL-2 (e.g :IL-15), mais résistent à entrer en apoptose lorsque 
qu’elles sont traitées avec un anticorps anti-Fas déclenchant l’AICD(29). Ces résultats 
impliqueraient donc l’IL-2 dans le déclenchement de l’AICD. Son rôle dans ce mécanisme de 
tolérance est lié à l’activation de STAT5 en aval de la signalisation du récepteur IL-2R, qui va 
permettre l’expression de FasL à la surface des cellules T et la diminution de l’expression de 
FLIP, un inhibiteur de la caspase 8(30, 31) (Figure 2). 
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La seconde composante de la tolérance périphérique nécessite l’intervention de 
cellules du système immunitaire aux capacités immuno-régulatrices : elle est donc décrite 
comme tolérance dominante. Ces cellules tolérogènes ou régulatrices vont contrôler 
l’activation de LTs conventionnels (Tconvs) spécifiques d’antigènes du soi et, par conséquent, 
maintenir la tolérance immune.  
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Les DCs tolérogènes sont une population de DCs particulières caractérisées par 
l’expression à leur surface de molécules inhibitrices telles que PD-L1 (« Programmed death-
ligand 1 ») et par l’absence de production de cytokine pro-inflammatoire(32). Les DCs 
tolérogènes sont capables de présenter des antigènes aux LTs, qui lors de leur interaction 
reçoivent des signaux inhibiteurs pouvant entrainer la mort ou l’anergie de ces cellules(33). 
Une autre action des DCs tolérogènes, dans la tolérance périphérique, est leur capacité 
à générer des cellules T régulatrices. En effet, dans un contexte d’asthme, l’équipe d’Umetsu 
a montré que l’administration intra-nasale d’un antigène permet d’induire la production d’IL-
10 et l’expression de la molécule de co-stimulation ICOSL (« Inductible Co-stimulateur 
Ligand) par des DCs pulmonaires permettant la génération de LTs régulateurs Tr1 producteur 
d’IL-10(34). De même, au niveau de l’intestin, le groupe de Powrie a démontré qu’une 
population de DCs CD103+ présente dans les nœuds lymphatiques mésentériques, conduisait 
à la génération de LTs régulateurs Foxp3+ (Tregs) suite à l’administration d’un antigène par 
voie orale. Les auteurs ont pu également prouver que cette génération de Tregs était 
dépendante de la production de TGF-β et d’acide rétinoïque par les DCs CD103+(35). 
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Les macrophages sont une population phénotypiquement et fonctionnellement 
hétérogène. En effet, les macrophages sont capables de se polariser en macrophages de type I 
en réponse à la stimulation du TLR4 (« Toll Like Receptor) par le LPS et de l’IFN-γ ou en 
macrophage de type II en réponse aux cytokines Th2, l’IL-4 et l’IL-13. Alors que les 
macrophages de type I favorisent le déclenchement d’une réponse inflammatoire en secrétant 
du TNF-α et de l’Il-1β, les macrophages de type 2 produisent des taux importants de 
cytokines immuno-suppressives (e.g : IL-10) et le récepteurs « decoy » soluble de l’IL-1β (36, 
37). L’activation du récepteur nucléaire PPARγ (« Peroxisome Proliferator-Activated 
Receptor gamma ») par des glucocorticoïdes produits par les cellules surrénales, permet la 
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polarisation vers un phénotype de type II des macrophages. La délétion conditionnelle de 
PPARγ dans les macrophages empêche leur polarisation et provoque une insulino-résistance 
démontrant leur implication dans la protection du développement du diabète de type II(38). 
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Au niveau de l’intestin, parmi les IELs (« Intestinal intra-epithelial lymphocytes »), la 
majorité des LTs CD8+ exprime l’homodimère CD8αα. En 2002, le groupe de Benerjee & 
Julius, montre dans un modèle de colite que l’injection de ces cellules permet de protéger le 
développement de cette pathologie(39). De plus, l’utilisation de LTs CD8αα dérivés de souris 
déficientes pour l’IL-10, ne permet plus de contrôler le développement de la colite. Ces 
résultats suggèrent donc l’implication de l’IL-10 produite par les LTs CD8αα dans le contrôle 
de l’inflammation intestinal(39).  
En périphérie, la majorité des LTs CD8+ exprime la molécule de co-stimulation CD28, 
mais 40% de ces cellules n’expriment peu ou pas cette molécule et sont désignées par le 
phénotype CD8+CD28low/-(40). Il a été rapporté que ces cellules possèdent des capacités 
immuno-supressives in vitro(40). Différents modèles d’EAE ou de colite, montrent que ces 
cellules possèdent également des capacités immuno-supressives, in vivo(40, 41). De plus, 
l’étude du groupe de van Meerwijk, montre que ces cellules régulatrices naturelles qui se 
développent dans le thymus, requièrent l’expression du facteur de transcription Aire pour la 
protection de la colite(42). 
 Le groupe de Zuzuki, a mis en évidence qu’une autre population de LTs CD8+CD28+ 
est capable d’inhiber l’activation des LTs CD4 et CD8 in vitro. Ces cellules sont caractérisées 
par l’expression de la chaine β du récepteur à l’IL-2 (CD122). Chez les souris CD122-/-, 
souffrantes d’anémie, d’une lymphopénie des lymphocytes B, et d’un nombre élevé de 
granulocyte, le transfert de LTs CD8+CD122high permet de prévenir l’apparition de ces 
symptômes(43). Il a également rapporté un rôle protecteur de ces cellules dans l’EAE(44). 
Combinés ces résultats indiquent un rôle immuno-suppressif in vitro et in vivo de ces cellules 
via la production d’IL-10(45).  
"# 	%
Les cellules Tr1 sont une sous population régulatrice de LTs CD4+Foxp3-, caractérisée 
par leur production élevée d’IL-10(46) (47). Ces cellules peuvent être générées in vitro par 
une stimulation continue du TCR de LTs CD4+ naïfs en présence d’IL-10 et d’IFN-α dans le 
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milieu de culture (48) ou en présence de vitamine D3 et dexamethasone qui permettrait une 
production d’IL-10 par ces cellules activées(49). In vivo leur conversion requiert une 
interaction avec des DCs plasmacytoides(50). En revanche, la nature des cytokines 
impliquées est conflictuelle : différentes études suggèrent que l’IL-10 ou le TGF-β permettent 
la polarisation des Tr1 in vivo(47).  
Dans un modèle de colite, la co-injection de clones Tr1 spécifiques de l’OVA, avec 
des cellules T CD4+CD45RBhigh dans des souris lymphopéniques SCID, inhibe le 
développement de la colite, uniquement lorsque les cellules Tr1 sont stimulées de façon 
antigène-spécifique par l’administration d’OVA par voie orale (46). De façon similaire, 
l’implication de ces cellules dans le maintien de la tolérance, a également été démontrée dans 
des modèles d’asthme allergique(34) ou d’EAE(49).  
"	# 	&
Les LTs Th3 sont des cellules régulatrices générées en périphérie à partir de LTs 
CD4+ naïfs, suivant l’ingestion d’un antigène par voie orale(51). Ils ont été identifiés pour la 
première fois par le groupe de Weiner, qui a observé que l’administration de MBP (« Myelin 
basic protein ») induisait la génération de cellules antigènes spécifiques produisant un taux 
élevé de TGF-β. Ces mêmes auteurs en immunisant des souris SJL avec le peptide PLP139-151 
afin d’induire l’EAE chez ces souris, ont pu observer que l’injection de clones Th3 
spécifiques pour ce peptide permettait d’induire une protection, qui est abolie avec l’injection 
d’un anticorps anti-TGF-β(51). En 2007, le même groupe de Weiner en utilisant une souris 
transgénique où le gène codant pour le TGF-β est sous le contrôle du promoteur de l’IL-2 
suggère que le TGF-β produit par les LTs Th3 permettrait de promouvoir la génération et le 
maintien en périphérie de Tregs. Néanmoins, les auteurs ont pu détecter une expression du 
facteur de transcription Foxp3 dans les LTs Th3(52).  
Les résultats contradictoires sur l’expression de Foxp3 par ces cellules ouvrent la 
question : si les lymphocytes Th3 sont des cellules régulatrices distinctes des cellules 
régulatrices Foxp3+(53). Il apparaît donc évident que l’identification de marqueurs 
spécifiques des cellules Th3 permettant leur isolation et de plus amples investigations sur leur 
biologie et leurs fonctions, est nécessaire pour répondre à cette question.  
"
# 	&("#
Les Tregs caractérisées par l’expression du facteur de transcription Foxp3 et de CD25 
sont majoritairement impliqués dans la tolérance périphérique et représentent près de 10% des 
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LTs CD4+ en périphérie. Ils sont majoritairement dérivés du thymus et constituent un lignage 
stable et distinct de LTs CD4+(54, 55). Les Tregs peuvent également être générés en 
périphérie à partir de LTs CD4+ naïfs en présence de TGF-β ou d’acide rétinoïque(35).  
 
En conclusion, les mécanismes de tolérance centrale (l’anergie et la délétion clonale) 
permettent une première élimination drastique des LTs auto-spécifiques. Les quelques 
cellules qui échappent à la sélection négative, migrent en périphérie où leur présence peut 
s’avérer délétère pour l’organisme. Différents mécanismes de tolérances périphériques 
intrinsèques à ces cellules ou impliquant l’action de cellules régulatrices contrôlent ces 
cellules auto-spécifiques, mais également les LTs spécifiques d’allergènes ou d’antigènes 
dérivés de la flore commensale dans l’intestin. Il est aujourd’hui admis que les Tregs Foxp3+ 
sont des acteurs essentiels de la tolérance périphérique. En effet, leur absence chez l’Homme 
et la souris entraîne l’apparition de syndromes auto-immuns létaux(56, 57). Majoritairement, 
ces LTs régulateurs possèdent une origine thymique, et se développent conjointement aux 
LTs αβ conventionnels. Dans les prochains chapitres, le développement général des LTs αβ, 
le développement ainsi que la biologie des Tregs seront abordés en détails. 
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  Dans le thymus, les précurseurs hématopoïétiques, provenant de la moelle osseuse 
vont subir différentes étapes de différenciation aboutissant à la génération de LTs matures qui 
pourront quitter le thymus et rejoindre la périphérie. Ces différentes étapes sont définies sur la 
base de l’expression des marqueurs CD4 et CD8, les co-récepteurs du TCR, exprimés à la 
surface des thymocytes. Le développement commence dans le cortex du thymus, au stade 
double négatif (DN) CD4-CD8-. Les thymocytes DN sont divisés en 4 différents stades basés 
sur l’expression des marqueurs CD25 et CD44, le récepteur à l’acide l’hyaluronique(58). Au 
stade DN, a lieu le réarrangement somatique du gène de la chaîne β du TCR qui en 
association avec la chaîne invariante pTα, va permettre la formation d’un pré-TCR nécessaire 
au passage vers le stade double positif (DP) CD4+CD8+(β-selection)(59). A ce stade, les 
thymocytes vont réarranger le gène de la chaine α du TCR, permettant l’expression à la 
surface d’un TCR αβ fonctionnel. Les thymocytes DP qui interagissent avec les cellules 
épithéliales corticales thymiques (cTEC) vont survivre (sélection positive) et s’engager vers le 
lignage CD4 simple positif ou CD8 simple positif(60, 61). Suite à la sélection positive, les 
thymocytes CD4SP ou CD8SP migrent dans la médulla où ceux qui possèdent un TCR de 
forte affinité pour des antigènes du soi vont interagir avec deux CPAs : les DCs et mTECs. 
Cette interaction va entrainer l’élimination de ces thymocytes (sélection négative). En 
revanche, les thymocytes interagissant faiblement avec ces CPAs vont continuer leur 
maturation et finalement émigrer du thymus(6). Les différents déplacements des thymocytes à 
travers les régions du thymus sont donc essentiels au bon développement des LTs. Différentes 
études montrent l’importance des récepteurs aux chimiokines dans le développement des 
LTs(62). Il apparaît donc que le développement des LTs soit régulé à plusieurs niveaux : 
moléculaire et cellulaire. Dans la suite de cette partie, nous allons approfondir et détailler les 
différents mécanismes de chaque étape du développement des LTs (Figure 3). 
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Les LTs se développent dans un organe lymphoïde primaire spécifique, le thymus, à 
partir de précurseurs hématopoïétiques qui ont colonisé cet organe. Ces cellules proviennent 
de la différenciation des cellules HSC (« Hematopoïetic stem cells ») multipotentes, capables 
de s’auto-renouveler et de s’engager dans les différents lignages de l’hématopoïèse.  
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Figure 3 : Développement thymique des lymphocytes T 
Dans le cortex, les cellules précocement engagées dans le lignage T n’expriment pas les co-
récepteurs CD4 et CD8 et sont définies comme thymocytes DN. Suite aux réarrangements des 
gènes codant pour les chaines α et β du TCR, les thymocytes expriment les co-récepteurs CD4 
et CD8 et sont définis comme thymocytes DP (CD4+CD8+ ). A ce stade, ils vont interagir 
avec les cTECs qui expriment les molécules de CMH de classe I et II associées à des peptides 
du soi. Les thymocytes qui interagissent suffisamment avec ces complexes sont sélectionnés 
positivement et s’engagent dans le lignage CD4 ou CD8. D’un autre côté, une trop faible 
interaction entrainent l’apoptose des thymocytes DP (mort par négligence). Dans la médulla, 
les thymocytes SP CD4+ ou CD8+ auto-spécifiques qui interagissent fortement avec les 
mTECs ou les DCs vont être neutralisés par les mécanismes de sélection négative (e.g : 
l’anergie et la délétion clonale). En revanche, les thymocytes qui interagissent faiblement 
avec ces cellules continuent leur maturation et quittent ensuite la médulla pour rejoindre la 
périphérie. 
MHC: Major histocompatibility complex ; cTEC : Cortical thymic epithelial cell ; DC : 
Dendritic cell; DN : Double negative cell ; DP : Double positive cell ; mTEC : Medullary 
thymic epithelial cell ; SP : Single positive cell; TCR : T cell receptor 
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Les cellules HSCs se différencient en cellules souches plus matures dans le foie fœtal, 
pendant le développement embryonnaire, et dans la moelle osseuse à la naissance (Figure 4). 
Elles sont caractérisées par l’absence de marqueur de lignage (lin-), par l’expression du 
récepteur aux facteurs de croissance c-KIT (CD117) et de la molécule SCA-1(63, 64). Ces 
cellules LSK (lin-c-KIT+SCA-1+) génèrent des progéniteurs multipotents (MPPs) qui ne sont 
plus capables d’auto-renouvellement et caractérisés par l’expression du récepteur Flt3 
(CD135) à leur surface(65). Les cellules MPPs vont, par la suite, se différencier en cellules 
ELP (« early lymphoid progenitor ») qui vont exprimer la chaine α du récepteur à l’IL-7(66), 
et les enzymes recombinases Rag1 et Rag2 (« Recombination activating gene »)  (67). A leur 
tour, les ELPs vont générer des cellules CLPs (« common lymphoid progénitor ») exprimant 
les facteurs de transcription GATA-3 (« GATA binding protein-3 »), Aiolos, c-myb 
(« Myeloblastosis oncogene ») et PU.1 (aussi nommé SPI-1 : « Spleen focus forming virus 
(SFFV) proviral integration oncogen-1 »)(68) (Figure 4).  
 Bien que les cellules à différents stades de différenciation soient retrouvées dans la 
circulation sanguine, les mécanismes régulant leur mobilisation restent méconnus. Quant à la 
mobilisation des cellules HSCs dans le sang, elle est finement régulée par différentes 
molécules d’adhérence (e.g : l’intégrine VLA-4) et par le récepteur aux chimiokines CXCR4 
et son ligand CXCL12. Néanmoins, ces différents mécanismes n’ont pas encore été examinés 
chez les progéniteurs plus matures(69). Une autre population de cellules progénitrices a été 
isolée dans le sang, il s’agit des cellules T progénitrices circulantes (CTP). Ces cellules CTPs 
sont caractérisées par la présence du marqueur Thyl.1 et par l’absence de marqueur de lignage 
et de CD25. Ces cellules possèdent un fort potentiel pour le lignage T et une perte de potentiel 
pour le lignage B et myéloïde(70, 71). 
 Différents progéniteurs sont capables de circuler dans le sang périphérique après avoir 
quitté la moelle osseuse. Néanmoins seules les ELPs, CLPs et CTPs sont capables d’entrer 
dans le thymus où elles sont désignées comme ETPs (« Early thymic progenitor »). L’entrée 
des précurseurs dans le thymus via la jonction cortico-médulaire se déroule en différentes 
étapes en cascade de « rolling », d’activation et d’adhérence impliquant pour chaque étape 
différents mécanismes moléculaires (Figure 4).  
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PSGL1 (« P selectin glycoprotein ligand-1 ») est une glycoprotéine exprimée à la 
surface des différents précurseurs qui colonisent le thymus qui se lie à la P-sélectine exprimée 
par les cellules de l’endothélium thymique(72, 73). Des études ont montré l’implication  
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 Modifié de Bhandoola et al., Immunity, 2007 
Figure 4 : Génération des différents progéniteurs du développement T  
Dans la moelle osseuse, les cellules souches hématopoïétiques se différencient en 
progéniteurs multipotents, puis successivement en progéniteurs lymphoïdes précoces 
caractérisés par l’expression des enzymes Rag1 et Rag2. Ces cellules se différencient ensuite 
en les progéniteurs lymphoïdes communs qui sont également à l’origine des lymphocytes B. 
Ces cellules sont retrouvées dans la circulation sanguine où les progéniteurs T circulant ont 
récemment été identifiés. Les progéniteurs lymphoïdes vont coloniser le thymus via des 
mécanismes incluant des molécules d’adhérence (e.g : PSGL-1) et des récepteurs aux 
chimiokines (e.g : CCR9). Une fois entrée dans le thymus, ces cellules sont définies comme 
progéniteurs thymiques précoces ou thymocytes DN1 et poursuivent leur développement 
jusqu’à la génération de lymphocytes T matures.  
CCR : CC-chemokine receptor ; CLP : Common lymphoid progenitor ; CMP : Common 
myeloid progenitor ; CTP : Circulating T cell progénitor ; DN : Double négative cell ; DP : 
Double positive cell ; ELP : Early lymphoid progenitor ; ETP : Early thymic progenitor ; 
GMP : Granulocyte monocyte progenitor ; MEP : Megakaryocyte erythrocyte progenitor ; 
MPP : multipotential progenitor ; PSGL-1 : P-selectin glycoprotein ligand-1 ; RAG : 
Recombination activating gene ; SP : Single positive cell 
 
  
CCR9, PSGL-1… 
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de PSGL1 dans l’étape de « rolling » permettant la migration des leucocytes dans les organes 
enflammés, notamment des LTs Th1 dans la peau enflammée(74).  
Le rôle PSGL1 dans la migration des précurseurs dans le thymus a été abordé en 2005 par le 
groupe de Ziltener, dans des expériences de chimères hématopoïétiques mixtes où la moitié 
des cellules de moelle osseuse sont issues de souris déficientes pour PSGL1. Dix semaines 
après reconstitution, les auteurs ont pu mettre en évidence un faible pourcentage de LTs 
PSGL1-/- par rapport aux LTs sauvages dans les thymi des souris irradiées. Ce résultat 
démontre l’implication de PSGL1 dans la migration des précurseurs dans le thymus et plus 
précisément dans l’étape de « rolling »(72) (Figure 5). 
9 %"D2B'?35')'! 
Différentes études phénotypiques indiquent que les précurseurs ELPs et CLPs, 
capables de coloniser le thymus, expriment CCR7, CCR9 alors que les cellules HSCs et 
MPPs ne les expriment pas(75-77). Ces études ont montré que le recrutement de ces 
précurseurs dans les souris déficientes pour CCR7 et CCR9 était fortement réduit, mais pas 
totalement aboli, suggérant un rôle compensatoire d’un autre récepteur. Calderòn et Boehm 
ont évalué le rôle de CXCR4, exprimé par les précurseurs, dans leur recrutement dans des 
thymi rudimentaires d’embryons de souris CXCR4 déficientes, étant donné que l’absence de 
ce récepteur est fatale au développement embryonnaire de l’animal. Les auteurs ont pu 
observer une diminution du recrutement des précurseurs chez les souris déficientes pour ce 
récepteur. Les auteurs ont également mis en évidence un effet additif dans des souris doubles 
KO CCR7, CXCR4 et CCR9, CXCR4(78). Ces résultats démontrent donc que ces trois 
récepteurs aux chimiokines CCR7, CCR9 et CXCR4 jouent un rôle clé et redondant dans le 
recrutement des précurseurs dans le thymus(79). 
Les ligands du récepteur aux chimiokines CRR7 (CCL19 et CLL21) ainsi que le 
ligand du récepteur aux chimiokines CCR9 (CCL25) sont exprimés dans le thymus. CCL25 
est fortement exprimée par les cellules stromales thymiques, alors que les ligands de CCR7 
sont plus exprimés dans la médulla thymique. Ces trois chimiokines sont également connues 
pour être exprimées par l’endothélium thymique(73, 80-83). Concernant CXCL12, le ligand 
de CXCR4, elle est exprimée dans le thymus, notamment par les cTECs. La liaison de ces 
ligands avec leurs récepteurs respectifs constitue l’étape d’activation dans le recrutement des 
précurseurs dans le thymus. En effet, l’activation de ces récepteurs aux chimiokines va 
permettre l’expression de la forme active des intégrines qui vont conduire à l’adhérence ferme 
des précurseurs avant leur entré dans le thymus(84) (Figure 5). 
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Figure 5 : Mécanismes d’entrée des progéniteurs dans le thymus  
L’entrée des progéniteurs dans le thymus est consécutive à une cascade d’événements 
impliquant les molécules d’adhérence PSGL-1 et les intégrines α4β1, αLβ2, ainsi que les 
récepteurs aux chimiokines CCR7, CCR9 et CXCR4. PSGL-1 en interagissant avec la P-
sélectine exprimée par l’endothélium du thymus initie le « rolling » des progéniteurs sur 
l’endothélium. Après cette première étape, la liaison des différentes chimiokines produites 
dans le thymus sur leurs récepteurs respectifs déclenche l’activation de la protéine Gαi, qui 
active les intégrines α4β1, αLβ2 à la surface des progéniteurs. Une fois activées les intégrines 
α4β1, αLβ2 reconnaissent respectivement VCAM-1 et ICAM-1 exprimés par l’endothélium 
thymique et permettent leur adhérence ferme. La combinaison de ces 3 étapes de « rolling », 
d’activation et d’adhérence est nécessaire à l’entrée des progéniteurs au sein du thymus.  
CCL : CC-chemokine ligand ; CCR : CC-chemokine receptor ; CXCL : CXC-chemokine 
ligand ; CXCR : CXC-chemokine receptor ; ICAM : Inter cellular adhesion molecule ; 
VCAM : Vascular cell adhesion molecule. 
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L’adhérence des leucocytes en circulation est presque exclusivement médiée par les 
intégrines et plus particulièrement par les intégrines α4 et β2 (85). Le groupe de von Adrian a 
observé le traitement de précurseurs, connus pour exprimer ces deux intégrines, avec des 
anticorps bloquants anti-α4 ou anti-β2 réduit sensiblement leur migration dans le thymus une 
fois injectés. Ces données montrent donc que ces deux intégrines sont impliquées dans la 
migration des précurseurs dans le thymus(84).  
ICAM1 et VCAM-1, les récepteurs respectifs des intégrines β2 et α4 sont exprimés 
par les cellules de l’endothélium thymique(86) et de manière cohérente, leur blocage par un 
traitement anticorps inhibe également la colonisation du thymus par les cellules transférées 
dans les souris traitées(84). Ces résultats confirment donc que les intégrines α4 et β2 jouent 
un rôle déterminant dans l’entré des précurseurs dans le thymus, en permettant l’adhérence de 
ces cellules sur l’endothélium thymique (Figure 5).  
  
En conclusion, l’entré des précurseurs dans le thymus est strictement contrôlée par 
différents mécanismes moléculaires. Dans un premier temps, la molécule PSGL-1 en se liant 
à la P-sélectine exprimée par l’endothélium thymique va permettre le « rolling » de ces 
cellules. Ensuite, les chimiokines CCL19, 21, 25 et CXCL12 vont se lier sur leurs récepteurs 
respectifs CCR7, 9 et CXCR4 connus pour être exprimés par les précurseurs colonisant le 
thymus. Cette interaction, va conduire à l’activation des intégrines α4 et β2 qui vont permettre 
l’adhérence des cellules sur l’endothélium thymique en liant leur ligand respectif : VCAM-1 
et ICAM1. Suite aux étapes de « rolling », d’activation et d’adhérence, les précurseurs vont 
pouvoir transmigrer au travers de l’endothélium et coloniser le thymus.  
Les précurseurs colonisant le thymus sont dépourvus de cellules HSCs, et par 
conséquent ne sont pas capables d’auto-renouvellement. Le maintien du développement des 
LTs dans le thymus est assuré par une migration continue de précurseurs dans le thymus. Le 
nombre de précurseurs qui entrent, quotidiennement, dans cet organe a été estimé à dix 
cellules(87-89). Après leur rentré dans le thymus, ces cellules appelées ETPs vont proliférer 
et donner lieu à une vague de développement de LTs. Ces vagues de développement vont 
durer approximativement 4 semaines aboutissant à l’émigration du thymus de LTs matures(90, 
91).  
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Figure 6 : Développement thymique précoce  
Les thymocytes DN peuvent être subdivisés en 4 différents stades de développement (DN1 
/ETP : CD44+CD25-; DN2 : CD44+CD25+; DN3 : CD44-CD25+; DN4 : CD44-CD25-). Dès 
leur entrée dans le thymus, les cellules ETP interagissent avec les cTECs via la liaison de 
NOTCH1 avec son ligand DLL4. Le déclenchement de la voie NOTCH1 est essentiel au 
choix de ces cellules vers le lignage T. La signalisation de NOTCH1 est maintenue au cours 
des stades DN2 et DN3 inhibant l’entrée de ces cellules dans d’autres lignages (e.g : le 
lignage B). Au stade thymocyte DN3, les cellules vont exprimer un pré-TCR composé d’une 
chaine β réarrangée et d’un pré-TCRα. Le succès de l’expression d’un pré-TCR fonctionnel, 
permet d’induire une prolifération des cellules et leur passage au stade thymocyte DN4, puis 
DP (β -sélection). A ce stade, le pré-TCRα est remplacé par une chaine α réarrangée qui 
aboutit à l’expression d’un TCRαβ fonctionnel à la surface des thymocytes DP. L’interaction 
du TCR nouvellement formé avec le complexe CMH/p exprimé par les cTECs induit la 
sélection positive des thymocytes qui migrent alors dans la médulla et continuent leur 
maturation en lymphocytes T CD4SP ou CD8SP. 
CMH/p : Complexe majeur d’histocompatibilité/peptide ; cTEC : Cellule épithéliale thymique 
corticale ; DC : Cellule dendritique ; DLL : Delta-like ligand ; DN : Thymocyte double 
négatif ; DP : Thymocyte double positif ; ETP : Early thymic progenitor ; LB : Lymphocyte 
B ; pTCR : pré-TCR ; SP : Thymocyte simple positif ; TCR : T cell receptor 
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Dans le thymus, les précurseurs les plus précoces sont décrits par le phénotype CD3- 
CD4-CD8- CD44+ CD25- c-Kithigh et peuvent être nommés ETPs ou thymocytes doubles 
négatifs 1 (DN1)(92-94). Ces cellules vont être instruites permettant leur engagement dans le 
lignage T et leur différenciation en LTs αβ. La voie de signalisation NOTCH1 a été identifiée 
comme étant déterminante dans le choix de lignage T. Plusieurs études dans lesquelles la voie 
NOTCH1 est bloquée, soit par l’expression transgénique d’inhibiteur de NOTCH1 (les 
protéines Fringe, Deltex-1 et NRARP) soit par l’utilisation d’un dominant négatif de MAML1 
(« Mastermind Like protein 1 »), un cofacteur transcriptionnel de NOTCH1, indiquent que 
l’inhibition de cette voie empêche l’entrée des ETPs dans le lignage T et permet leur 
différenciation en lymphocytes B (95-98). De récents travaux montrent que les ETPs 
conservent, au sein du thymus, un fort potentiel myéloïde. L’engagement de la voie NOTCH1, 
par les ETPs empêche ces cellules de se différencier en cellules myéloïdes ou en cellules 
dendritiques et permet leur entrée dans le lignage T (99-101) (Figure 6). 
Plusieurs ligands, exprimés dans le thymus, sont connus pour activer la voie de 
signalisation NOTCH1 : Jagged1, Jagged2, DLL1, DLL3 et DLL4(102). Des études in vitro 
ont suggéré que seule l’expression des ligands DLL1 et DLL4 est suffisante pour engager les 
cellules ETSs vers le lignage T(103, 104). L’utilisation par deux groupes différents, d’un KO 
conditionnel où le gène codant pour DLL4 est délété spécifiquement dans les TECs, montre 
une absence de développement de LTs et une accumulation de LBs dans le thymus. Ces 
résultats démontrent donc que l’instruction des ETPs vers le lignage T est dépendante de 
l’interaction de NOTCH1 avec son ligand DLL4 (105, 106). Ces différents travaux ont permis 
d’élaborer un modèle dans lequel NOTCH en se liant à DLL4 à la surface des TECs, permet 
d’assurer l’engagement des ETPs vers le lignage T en inhibant les lignages myéloïdes, 
lymphocytes B et cellules dendritiques (102). Il apparaît que la signalisation NOTCH1 est 
soutenue chez les thymocytes DN2 et les DN3 maintenant leur engagement dans le lignage T 
(107) (Figures 6 & 7).  
Cependant, in vivo, la voie de signalisation NOTCH1 seule, ne suffit pas à activer 
chez les ETPs le programme de développement vers un lignage T. Différents facteurs de 
transcription vont agir en synergie avec NOTCH1 permettant l’entrée dans le lignage T des  
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Modifié de Rothenberg et al., Nature Reviews Immunology, 2008 
 
Figure 7 : Programme génétique du développement T du stade DN2 au stade DN4 
Le développement thymique précoce est marqué par le choix des thymocytes vers le lignage T 
qui débute au stade DN1 (non montré) via la signalisation de NOTCH1 et qui est maintenue 
jusqu’au stade DN3. Au travers des différents stades thymocytes DN, le choix du lignage T 
implique aussi la succession ordonnée de l’expression de différents facteurs de transcription 
permettant aux thymocytes de s’expandre, de perdre les potentiels non-T (e.g: potentiel 
myéloïde) et d’acquérir les caractéristiques spécifiques du lignage T. 
BCL : B cell lymphoma ; CBF : core binding factor ; DC : Dendritic cell ; DLL : Delta-like 
ligand ; DN : Double negative cell ; DP : Double positive cell ; ID : Inhibitor of DNA 
binding ; NK : Natural killer ; PU.1 : SPI-1 (Spleen focus forming virus (SFFV) proviral 
integration oncogen-1) ; RUNX : Runt related transcription factor ; TCR : T cell receptor 
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ETPs et le maintien de ce lignage chez les thymocytes DN2 et DN3. Cet ensemble de facteurs 
de transcription incluant GATA3(108), MYB(109), RUNX-CBFβ(110), la famille des 
protéines E comme EA2(111), TCF1 (« T cell factor 1 »)(112), GFI1 (« Growth factor 
independence 1 »)(113) et IKAROS(114). De plus, d’autres facteurs qui n’ont pas un rôle 
soutenu durant les différents stades DN sont également impliqués dans le développement des 
LTs αβ. L’un des mieux étudiés est PU.1. Alors qu’il est nécessaire au développement des 
thymocytes DN2, il change sa fonction pour devenir un antagoniste au développement des 
LTs et son expression est réprimée après le stade DN2. PU.1 appartient à une cohorte de 
facteurs incluant SCl (« stem‐cell leukaemia »), GATA2 and C/EBPα (« CCAAT‐enhancer 
binding protein α »), qui maintiennent la capacité des thymocytes DN de conserver une 
plasticité de lignage notamment vers le lignage myéloïde. Tous ces facteurs sont réprimés au 
stade DN3(115) (Figure 7).  
Parallèlement, au stade DN2, les thymocytes vont également exprimer des gènes 
identitaires du lignage T, à savoir les différentes protéines impliquées dans la voie de 
signalisation du TCR, les protéines LCK (« Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase »), 
ZAP70 (« Zeta-chain-associated protein kinase 70 »), LAT (« Linker for Activation of T 
cells ») les molécules CD3ε et CD3γ(59, 116). Au Stade DN3, les thymocytes vont exprimer 
la pré-chaine α invariable pTα, ainsi que les enzymes recombinases Rag 1 et Rag2(117, 118). 
Au stade DN3, les thymocytes expriment donc les facteurs de transcriptions, et les protéines 
nécessaires au franchissement du premier « checkpoint » du développement thymique : la 
sélection β qui consiste à l’expression à la surface des thymocytes d’une chaine β du TCR 
fonctionnelle associée à la pTα (Figures 6 & 7). 
Différents travaux ont pu établir un rôle déterminant des récepteurs aux chimiokines 
dans le développement thymique précoce. Pendant leur différenciation en thymocyte DN2-
DN3, les cellules migrent de la jonction cortico-médullaire vers la région sub-capsulaire du 
cortex. Dans un model de transfert adoptif de précurseurs dans une souris hôte non irradiée, 
l’équipe de Gordon & Petrie, a pu estimer que la migration des ETPs dans la zone sub-
capsulaire prend entre 13-15 jours indiquant que cette migration relativement lente fait 
intervenir certaines molécules d’adhérence comme les intégrines(119, 120). Il apparaît que les 
récepteurs aux chimiokines CXCR4(121) et CCR9(122) sont, également, impliqués dans ce 
processus. L’équipe de Littman, dans un système de KO conditionnel de CXCR4 dans les 
thymocytes montre une accumulation, dans le cortex externe, proche de la zone sub-
capsulaire, de thymocytes DN3. La perte de l’expression de CXCR4 entraine, également, un 
défaut de survie de ces cellules(123). Le récepteur CXCR4 agirait comme un co-stimulateur  
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Figure 8 : Génération de la diversité des TCR par recombinaison somatique des 
segments VDJ 
a: Le TCR est un hétérodimère composé d’une chaine α et d’une chaine β qui sont générées 
par les recombinaisons somatiques des segments V(D)J des gènes du TCR. Ces 
recombinaisons permettent de lier ensemble les différents segments V(D)J avec la région 
constante C pour former un unique TCRαβ fonctionnel par lymphocyte T (l’exclusion 
allélique). La diversité des TCRs dépend des séquences CDR1 et CDR2 (codées par les 
différents segments V) et du CDR3 qui est généré par la juxtaposition des segments V(D)J. 
Une estimation mathématique prévoit que la diversité des TCRs est comprise entre 1012-1015 
TCRs différents. b: L’initiation de la recombinaison somatique implique les enzymes Rag1 et 
Rag2 qui reconnaissent les séquences RSSs sur les extrémités des segments V(D)J et clivent 
l’ADN au niveau de ces sites. Cette cassure est identifiée par le complexe protéique DNA-PK 
qui associé à la protéine Artémis ouvre les extrémités en tige boucle des segments. Enfin la 
réparation de l’ADN, et la « ligation » sont prises en charge par le complexe XCCR4 et DNA 
ligase IV. La TDT augmente la diversité des TCR en ajoutant des nucléotides (N) au niveau 
de la « ligation » des différents segments V(D)J qui composent le CDR3.  
CDR : Complimentarity determining regions ; DNA-PK : DNA-dependent protein kinase ; 
HMG : High mobility group ; RAG : Recombination activating gene ; RSS : Recombination 
signal sequence ; TCR : T cell receptor ; TDT : Terminal deoxynucleotidyl transferase ; 
V(D)J : Variable (Diversity) Joining segments ; XCCR4 : X-ray repair cross-complementing 
protein 4
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du pré-TCR permettant la survie des thymocytes et leur développement en thymocytes DN4. 
Il est intéressant de noter que dans ce même travail, les auteurs démontrent que le potentiel 
chimiotactique de CXCR4 est accru par la signalisation du pré-TCR, indiquant un « cross-
talk » réciproque entre le pré-TCR et CXCR4 au stade DN3, crucial pour leur 
développement(123). 
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Au stade DN3, les thymocytes vont devoir franchir le premier « checkpoint » du 
développement thymique, la sélection β. Cette sélection consiste au réarrangement 
fonctionnel du gène de la chaine β du TCR et de son expression à la surface associée à la pré-
chaine α invariable permettant leur survie leur prolifération et leur passage au stade DN4(124). 
Il est à noter que la grande majorité de la population initiale échoue à franchir ce niveau et 
meurt par apoptose. 
Les réarrangements géniques des chaînes du TCR sont aléatoires et permettent donc 
une grande diversité dans les récepteurs ainsi générés. L’ensemble de cette diversité est 
appelé répertoire de TCR(125, 126). Les mécanismes impliqués dans ce processus sont 
connus sous le nom de recombinaison VDJ et sont décrits dans différentes revues dédiées à ce 
sujet. Brièvement, chaque cellule assemble la région codant pour la partie du TCR impliquée 
dans la reconnaissance de l’antigène, les CDRs (« Complementarity determining regions ») 
contenus dans les différents segments V (Variable) avec les segments D (diversité) et J 
(jonction)(126, 127) (Figure 8a). Ce processus complexe nécessite de nombreuses molécules 
comme les enzymes recombinases Rag1 et Rag2(128, 129). On peut disséquer ce processus 
en 3 grandes parties :  
1-l’initiation où l’ADN génomique est clivé grâce aux enzymes Rag1 et Rag2 qui 
vont reconnaitre et se lier à des séquences heptamèriques, les RSSs qui entourent 
les différents segments.  
2-la reconnaissance du clivage de l’ADN est prise en charge par un complexe de 
protéines kinases dépendant de l’ADN (DNA-PKc) qui va se lier aux extrémités 
terminales de l’ADN des séquences à assembler(130, 131). Ce complexe 
enzymatique va activer la protéine Artémis qui va avoir pour rôle d’ouvrir les 
extrémités en tige boucle permettant la ligation des segments(132, 133). 
3-la réparation de l’ADN est médiée par les enzymes XRCC4 et l’ADN ligase IV 
qui vont catalyser la ligation des segments(134, 135) (Figure 8b).  
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La chaine β fonctionnelle s’associe de façon transitoire avec la pré-chaine α invariable 
pour former un complexe : le pré-TCR. Une signalisation constitutive initiée par ce récepteur 
est nécessaire pour lever le blocage de la maturation des thymocytes au stade DN3 et 
permettre leur passage au stade DN4 (Figures 6 & 7). De plus cette signalisation va conduire 
à la répression de l’expression des enzymes Rag1 et Rag2, ce qui a pour conséquence 
l’exclusion allélique du gène du TCR β(136), évitant donc qu’une deuxième chaine β 
fonctionnelle soit exprimée à la surface des thymocytes en développement(137). 
Les cellules parvenant à réarranger et exprimer les chaines γ et δ et exprimer un TCR γδ 
fonctionnel se développent en LTs γδ matures. NOTCH1 semble être impliqué dans le choix 
entre le lignage LT αβ et LT γδ. Dans des chimères hématopoïétiques où des souris sauvages 
ont reçu des cellules de moelle osseuse NOTCH1+/-, les thymocytes s’engagent 
préférentiellement dans le lignage LT γδ contrairement au souris qui ont reçu les cellules 
sauvages(138). Ainsi, la signalisation NOTCH1 promeut le développement du lignage LT αβ 
au détriment du lignage LT γδ. 
Après le franchissement de la sélection β, les thymocytes DN4, vont quitter la zone 
sub-capsulaire, pour migrer plus au centre du cortex. Cette migration coïncide avec 
l’acquisition du TCR, et l’expression des co-récepteurs CD4 et CD8. Les thymocytes doubles 
positifs (DP), exprimant fortement le récepteurs aux chimiokines CCR9, migrent en direction 
du gradient de CCL25(139). Cependant, l’implication de ce récepteur a été remise en cause, 
dans différents travaux, en faveur d’une migration passive(140, 141). L’hypothèse, émie par 
Petrie, suggère que l’intense prolifération des thymocyte DN3 serait responsable de la sortie 
de la zone sub-capsulaire de ces cellules vers le centre du cortex(142). Au stade DP, les 
thymocytes vont réarranger les segments V et J du gène codant pour la chaine α du TCR, 
après une nouvelle expression de la machinerie moléculaire nécessaire à ce processus. Si le 
réarrangement effectué est fonctionnel, alors les chaines β et α se dimèrisent et forment le 
TCR à la surface des thymocytes DP CD4+CD8+ (Figure 8).  
Au vu du caractère aléatoire des réarrangements des chaînes α et β du TCR, une forte 
diversité de spécificité à l’antigène est générée (≈1015) (Figure 8a). Différentes étapes de 
sélection vont être nécessaires pour conserver les LTs matures utiles à l’organisme (la 
sélection positive), et éliminer les lymphocytes T potentiellement dangereux pour l’organisme 
(la sélection négative). Ces étapes de sélection ont donc pour objectif de façonner le répertoire 
des TCR des LTs αβ, permettant, in fine l’élimination de pathogènes ou de cellules tumorales 
en contrôlant la génération de LTs auto-spécifiques (Figure 3).  
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La sélection positive a été, initialement, démontrée dans le travail de Bevan en 1977. 
Dans cette étude, Bevan a généré des chimères hématopoïétiques dans lesquelles les cellules 
radio-résistantes expriment un CMH d’un haplotype différent de celui exprimé par les cellules 
d’origine hématopoïétiques utilisées pour reconstituer ces animaux. Les LTs de la rate de ces 
chimères sont ensuite utilisés dans différents tests de lyse in vitro, où les cellules cibles 
expriment un CMH de différents haplotypes. Bevan montre que les LTs sont capables 
uniquement de lyser des cellules cibles exprimant un CMH identique à celui des cellules 
radio-résistantes des souris irradiées(143). En 1978, des expériences similaires ont été 
réalisées par le groupe de Klein qui a utilisé des LTs issus de chimères hématopoïétiques 
thymectomisées et greffées avec un thymus allogénique, dans des tests de lyse. Les auteurs 
ont pu observer que les LTs qui se sont développés dans ce système expérimental étaient 
spécifiques du CMH exprimé par les TECs allogéniques. Il apparaît donc que les LTs sont 
restreints au CMH exprimé par les TEC dans le thymus(144). 
Les travaux de Bevan et de Klein ont posé les bases de la sélection positive des 
thymocytes en développement. La grande diversité du répertoire des TCR générée par les 
réarrangements aléatoires des gènes codant pour le TCR, implique une première sélection, 
permettant de conserver les thymocytes « utiles » qui sont capables de reconnaître le CMH du 
soi. Les thymocytes DP n’expriment ni le récepteur à IL-7, ni le facteur de survie BCL2(145). 
Ils sont donc fortement prédestinés à la mort, qui se produit pour 95% d’entre eux(146, 147). 
En revanche les thymocytes capables de reconnaître les complexes CMH/peptide du soi 
portés par les TECs, vont recevoir un message de survie leur permettant d’être sélectionnés 
positivement. Ce signal est transduit via le TCR de ces cellules qui vont continuer leur 
développement thymique. Les thymocytes DP « utiles à l’organisme » sont donc sélectionnés 
positivement en fonction de leur spécificité pour le CMH du soi exprimé par les TECs, alors 
que les thymocytes qui possèdent une très faible affinité pour les complexes CMH/peptide du 
soi meurent par négligence (Figure 3).  
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Dans le thymus, les TECs possèdent différentes localisations : dans le cortex (cTEC) 
et dans la médulla (mTEC). Fin des années 1990, Mathis & Benoist ont montré que seules les 
TECs dans les cortex sont capables de sélectionner positivement les thymocytes DP en 
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développement. Les auteurs ont utilisé des souris transgéniques où l’expression de la 
molécule I-E du CMH-II est restreinte soit aux cTEC (souris transgéniques ΔY) ou bien aux 
mTEC (souris transgéniques ΔX). Ainsi, les auteurs ont pu observer une augmentation de la 
proportion de LTs matures Vβ6+ spécifiques de la molécule I-E dans la périphérie des souris 
transgéniques ΔY, comparée à la souris contrôle déficiente pour la molécule I-E. En revanche, 
chez la souris ΔX, la proportion de LTs Vβ6+ reste faible comparable à la souris contrôle(148). 
Un autre modèle de souris transgéniques a été utilisé par deux groupes pour confirmer 
le rôle des cTECs dans la sélection positive des thymocytes DP. Dans ces souris 
transgéniques, l’expression de la microglobuline β2M ou de la molécule I-Ab est contrôlée par 
le promoteur humain de la kératine quatorze permettant de restreindre l’expression du CMH 
aux cTEC, dans le thymus. Dans ce système, les thymocytes DP sont sélectionnés 
positivement par les cTEC générant ainsi des LTs matures dont une partie de ces cellules sont 
auto-spécifiques en raison de l’absence de sélection négative dans la médulla(149, 150) 
(Figure 3).  
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Différentes études ont montré que la sélection positive des thymocytes DP nécessite la 
reconnaissance par ces cellules du CMH associé à un peptide du soi présent à la surface des 
cTECs. Cependant, le nombre et la nature des peptides du soi impliqués dans la sélection 
positive restent à déterminer. 
 Il est connu que les cTECs se distinguent des autres CPAs par leur capacité à 
exprimer des enzymes ou des complexes protéolytiques qui leur est propre (e.g : la cathepsine 
L, le thymoprotéasome…). Ces mécanismes protéolytiques spécifiques aux cTECs pourraient 
conduire à la génération de peptides du soi (partiellement) uniques impliqués dans la sélection 
positive(60). Il apparaît également que les peptides du soi responsables de la sélection 
positive sont peu abondants et possèdent une affinité faible pour les TCRs(151).  
La question de l’homologie des peptides du soi avec les peptides antigéniques activant 
les LTs matures a également été soulevée en utilisant une souris transgénique exprimant un 
seul complexe CMH/peptide : I-Ab-Eαp. Dans ces souris, bien que le répertoire des LTs CD4+ 
soit moins divers, ils sont capables de répondre à différents peptides dont les séquences 
diffèrent avec Eαp. Ce résultat suggère que cette homologie n’est pas une obligation pour les 
peptides du soi impliqués dans la sélection positive(152). En revanche, cette flexibilité ou 
dégénérescence des interactions entre le TCR et les complexes CMH/peptides va contribuer à 
augmenter la diversité du répertoire des LTs sélectionnés positivement. 
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Dû aux réarrangements aléatoires des gènes codant pour le TCR, un grand nombre de 
LTs en développement sont inutiles, car ils n’interagissent pas avec les complexes 
CMH/peptides du soi d’un individu et meurent par négligence. La sélection positive est donc 
une étape cruciale permettant de conserver les thymocytes restreints aux CMH du soi, 
capables de reconnaître les complexes CMH/peptide exprimés à la surface des cTECs. Ce 
processus génère obligatoirement des thymocytes auto-spécifiques qui représentent un danger 
pour l’organisme. La sélection négative a donc pour vocation de neutraliser ces cellules auto-
spécifiques et donc de mettre en place un premier niveau de tolérance appelée tolérance 
centrale. La sélection négative se déroule majoritairement dans la médulla. Suite aux étapes 
de sélection positive et de différenciation CD4 vs. CD8 (abordée dans une prochaine partie), 
les thymocytes vont exprimer le récepteur aux chimiokines CCR7 et migrer dans la médulla 
(153, 154). A ce niveau, les thymocytes non auto-spécifiques vont pouvoir continuer leur 
développement et migrer en périphérie, alors que les thymocytes spécifiques d’antigènes du 
soi vont être éliminés par des mécanismes impliquant différents acteurs cellulaires (Figure 3).  
9 & &&#$(& &&'!  ')
7 
)"!"!
La délétion clonale des LTs spécifiques à des antigènes du soi, consiste à l’induction 
de l’apoptose de ces cellules qui interagissent avec une forte affinité/avidité avec les CPAs 
thymiques. Ce mécanisme a été identifié en 1978 par le groupe de Marrack & Kappler. Les 
auteurs ont observé l’élimination des thymocytes exprimant la chaine Vβ17a chez des 
souches de souris présentant un SuperAntigène lié à la molécule I-E, comparée des souris I-E-
/- dans lesquelles ces thymocytes Vβ17a sont détectés(155). De même, le groupe de Pedrazzini 
montre que la délétion clonale des LTs Vβ6+ spécifique du SuperAntigène Mlsa peut être 
prévenue en traitant les souris avec un anticorps anti-CD4 confirmant ainsi les résultats de 
Marrack & Kappler(156). La délétion clonale a pu être étudiée par de nombreux groupes qui 
ont utilisé différents modèles de souris transgéniques exprimant un TCR spécifique pour un 
antigène du soi ou pour un antigène injecté dans ces souris(6). Parmi ces différents modèles 
de souris TCR-transgéniques, pour la moitié d’entre eux, la délétion a lieu aux stades précoce  
DN-DP dans le cortex, dans la seconde moitié elle est plus tardive aux stades DP-SP dans la 
médulla du thymus. Une explication à cette dichotomie serait l’expression précoce du TCR 
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Figure 9 : Signalisation de la délétion clonale 
La délétion clonale intervient lors d’une interaction forte entre le TCR d’un lymphocyte T 
auto-spécifique avec le complexe CMH/p des DCs ou des mTECs. La signalisation en aval du 
TCR va activer la Mapk p38 et favoriser l’interaction des protéines MINK et NCK. Leur 
association active la Mapk JNK et induit l’expression de la protéine pro-apoptotique BIMel. 
Par l’intermédiaire de la voie calcique, la signalisation du TCR va permettre également 
l’expression de la protéine pro-apoptotique Nur77. Les protéines p38 et JNK activent les 
protéines BAX et BAK ; BIMel et Nur77 inhibent la protéine anti-apoptotique Bcl-2 
(inhibiteur des protéines BAX/BAK). BAX/BAK activées permettent la libération du 
cytochrome C séquestré dans la mitochondrie qui active les caspases 9 et 3 responsables de la 
mort du lymphocyte T auto-spécifique par apoptose. 
BAX/BAK : Bcl-2–associated X protein / Bcl-2-antagonist killer ; Bcl-2 : B-cell lymphoma 
2 ; CMH/p : Complexe majeur d’histocompatibilité/peptide ; DC : Cellule dendritique ; JNK : 
c-Jun N-terminal kinase ; LAT : Linker for activation of T cells ; MEF : Myocyte enhanced 
factor ; MINK : Misshapen NIKs-related kinase ; mTEC : Cellule épithéliale thymique 
médullaire ; NCK : non-catalytic region of tyrosine kinase ; TCR : T cell receptor 
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transgénique, au stade DN2 du développement, alors que le TCR est exprimé au stade DP 
chez les souris sauvages. En effet, le groupe d’Hogquist a développé un élégant modèle 
permettant de mimer une expression physiologique du TCR chez une souris transgénique. Les 
auteurs ont utilisé un modèle particulier de souris transgéniques qui expriment un TCR 
spécifique pour l’antigène mâle HY. Ce modèle a été généré par croisement d’une souris 
transgénique où la chaîne α du TCR dont la séquence suit un codon STOP entouré de sites 
Loxp, avec une souris exprimant la recombinase Cre sous le contrôle du promoteur CD4. Par 
conséquent, le TCR transgénique αβ est exprimé au stade DP de façon similaire à une souris 
sauvage. Les auteurs ont montré que chez les souris mâles transgéniques, les thymocytes sont 
délétés uniquement à des stades tardifs du développement(157).  
Il apparaît donc que les CPAs de la médulla soient essentiellement impliquées dans la 
délétion clonale. Ces CPAs expriment fortement les molécules de co-stimulation CD80 et 
CD86. L’utilisation de souris déficientes pour ces molécules ou leur neutralisation a démontré 
qu’elles contribuaient à l’élimination des thymocytes auto-spécifiques, soulignant 
l’importance de la voie de signalisation du TCR dans l’induction d’apoptose de ces 
cellules(158, 159). L’activation du TCR va permettre la phosphorylation de LAT, un 
adaptateur impliqué dans la signalisation du TCR. Or la substitution du résidu tyrosine en 
position 136 par une phénylalanine entraine un défaut dans la sélection négative(160, 161). 
Une fois phosphorylé, LAT recrute différentes protéines formant un complexe protéique 
impliqué dans la signalisation en aval du TCR. Parmi ce complexe protéique se trouve la 
protéine adaptatrice NCK qui en interagissant avec la protéine kinase MINK active de façon 
optimale la protéine JNK de la voie de MAPK, connue pour être impliquée dans la délétion 
clonale(162-164). En effet, l’activation des protéines pro-apoptotiques BAX/BAK sont 
dépendantes de l’activation de la protéine JNK(165). De même, la liaison entre NCK et 
MINK permet également d’induire l’expression de la protéine pro-apoptotique BIMEL(162). 
Ces différentes protéines pro-apoptotiques apparaissent comme essentielles à la délétion 
clonale étant donné que leur absence inhibe considérablement la sélection négative(166, 167). 
L’implication de la protéine pro-apoptotique NUR77, dans la délétion clonale, a également 
été mise en évidence(168). L’induction de NUR77 dépendrait également de la signalisation 
du TCR, démontrant le rôle majeur de cette voie de signalisation dans la délétion clonale(169) 
(Figure 9). 
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En 1989, le groupe de Fowlkes a utilisé un modèle de souris chimériques dont 
l’expression de SuperAntigènes est restreinte aux seules TECs dans le thymus. Les auteurs 
ont alors observé la présence dans le thymus de LTs matures spécifiques du SuperAntigènes, 
qui sont incapables de proliférer, après avoir été restimulés in vitro(170). Cette étude a permis 
de mettre en évidence, pour la première fois, l’anergie comme un mécanisme de la tolérance 
centrale, qui survient lors de l’interaction des thymocytes spécifiques d’antigènes du soi avec 
les TECs. Différentes études où l’expression du CMH(171-173) ou d’un antigène(174) est 
restreinte aux mTECS ont pu impliquer ces cellules stromales, comme étant responsables de 
l’induction de l’anergie. 
Dans tous ces modèles décrivant l’anergie, il apparaît que cet état peut être reversé in 
vitro par l’ajout d’IL-2. Ce phénomène particulier, appelé « split tolerance », a également été 
étudié in vivo par différents groupes. Alors que la présence des Tregs (du moins des Tregs 
CD25+) n’est pas requise au maintien in vivo de l’anergie, il apparaît qu’une persistance de la 
présentation antigénique soit requise pour son maintien(175, 176).  
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Ce mécanisme a été décrit par le groupe de Hogquist qui a montré un développement 
de LTs CD8+ matures dans une souris double transgénique exprimant le TCR OT-I spécifique 
de l’OVA et dont le ligand agoniste sous le contrôle du promoteur humain K14 est exprimé 
par les cTECs. En revanche, lorsque ces souris transgéniques sont croisées avec une souris 
Rag déficiente, les LTs CD8+ sont délétés, suggérant que le réarrangement du TCR endogène 
serait impliqué dans la survie des LTs spécifiques de l’OVA. Les auteurs suggèrent que 
l’expression du ligand agoniste par les cTECs entraîne 1- l’internalisation du TCR 
transgénique et 2- le réarrangement de la chaine α du TCR endogène. Ces deux événements 
vont permettre l’expression d’un nouveau TCR d’une autre spécificité. Ce mécanisme 
permettrait d’induire une tolérance en modifiant la spécificité antigénique des thymocytes, à 
la base auto-spécifiques. Cependant ce mécanisme de tolérance, peut s’avérer délétère si le 
réarrangement ne s’effectue pas dans le même allèle initialement réarrangé. Dans ce cas, le 
TCR auto-spécifique originel ne serait pas supprimé et deux TCRs pourront être exprimés par 
les LTs comme il a été observé chez la souris et chez l’Homme(177, 178). Ce phénomène 
pourrait affecter les mécanismes de la sélection négative, conduisant à la sortie en périphérie 
de LTs exprimant un TCR auto-spécifique qui pourrait mener à l’apparition de pathologies 
auto-immunes(179). 
 41 
9 &&#$(& &&'!  ')
De nombreuses études ont pu souligner que l’établissement efficace de la tolérance 
centrale dépendait des interactions des LTs en développement avec les complexes 
CMH/peptide exprimés par les CPAs présentent dans la médulla (Figure 3). En effet dans le 
thymus de souris CCR7-/-, les thymocytes sélectionnés positivement ne parviennent pas à 
migrer dans la médulla entrainant la sortie de thymocytes immatures responsables la 
manifestation de pathologies auto-immunes (154). De plus, la désorganisation de 
l’architecture de la médulla et l’interruption de leur développement chez les souris LTβR-/- ou 
TRAF6-/- conduisent également au développement de pathologies auto-immunes(180, 181).  
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Comme vu précédemment, l’induction d’anergie par les mTECs est un mécanisme 
permettant de contrôler le développement de thymocytes auto-spécifiques dans le thymus. 
Mais le rôle crucial des mTECs dans l’induction de la tolérance est leur capacité spécifique 
d’induire la transcription ectopique d’antigènes tissulaires (e.g : l’insuline). Cette 
transcription de ces antigènes est contrôlée majoritairement par le facteur de transcription 
Aire qui est exprimé spécifiquement par les mTECs dans le thymus(4, 182). En 1997, deux 
groupes ont identifié le gène codant pour Aire dans l’apparition du syndrome auto-immun 
APECED (« autoimmune polyendocrinopathy candidiasis ectodermal dystrophy syndrome ») 
chez l’Homme(183, 184). Le facteur de transcription Aire est activement impliqué dans la 
tolérance centrale comme le montre le groupe de Benoist & Mathis qui a rapporté l’apparition 
de syndromes auto-immuns importants chez des souris déficientes pour le facteur de 
transcription Aire(4). L’équipe de Goodnow a généré des souris Aire-/- qui expriment deux 
transgènes : un TCR et son ligand agoniste sous le contrôle du promoteur de l’insuline. Dans 
ces souris, les LTs TCR transgéniques sont retrouvés en périphérie, alors qu’ils sont 
normalement sélectionnés négativement dans le thymus de souris Aire+/+(5). En plus de 
l’induction d’anergie, il apparait que l’expression de ces antigènes tissulaires à la surface des 
mTECs est suffisante pour permettre la délétion clonale des thymocytes auto-spécifiques 
(185).  
Il apparaît que l’expression de ces antigènes tissulaires révèle un caractère aléatoire 
qui est reflété par la faible fréquence de mTECs exprimant au moins un de ces antigènes(186). 
De même, les mTECs matures sont remplacées toutes les unes à deux semaines, modifiant 
continuellement le panel d’antigènes présentés dans la médulla(187). Afin de pallier à la 
dispersion du faible nombre de mTECs exprimant ces antigènes, les thymocytes vont scanner 
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un nombre important de mTECs pour couvrir le répertoire des antigènes tissulaires exprimés 
(Figure 3). 
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Les DCs sont majoritairement impliquées dans la délétion clonale des LTs spécifiques 
d’antigènes du soi (Figure 3). Elles représentent 0,5% des cellules du thymus. Elles sont 
subdivisées en trois sous populations : deux populations de DCs conventionnelles (cDCs) et 
les DCs plasmacytoides (pDCs). Parmi les cDCs ont peut distinguer les cDCs 
CD11chighCD11b+CD8α+ résidentes du thymus et les cDCs CD11chighCD11b+CD8α- qui sont 
des cellules immigrantes du thymus provenant de la périphérie(188). 
Concernant le rôle des DCs dans la tolérance, les cDCs résidentes du thymus seraient 
capables de capturer et de présenter les antigènes présents dans le microenvironnement, 
comprenant des antigènes amenés par la circulation sanguines ou provenant des mTECs(189). 
Le transfert d’antigènes des mTECs aux DCs augmenterait les probabilités de rencontre des 
thymocytes spécifiques d’antigènes tissulaires avec des CPA qui les expriment permettant 
l’établissement d’une tolérance centrale efficace(190). Le groupe de Bevan a montré que la 
capture d’antigènes, dont l’expression est restreinte aux mTECS, par les DCs est un processus 
impliqué dans l’élimination des LTs CD4+ et CD8+ spécifiques de cet antigène(185). 
Cependant, dans cette étude les auteurs n’identifient pas la nature des DCs impliquées. De 
prochains travaux seront donc nécessaires pour établir si les cDCs résidentes, immigrantes ou 
l’ensemble des cDCs sont impliquées dans ce processus. Quant aux cDCs immigrantes, elles 
seraient capables de capturer des antigènes de la périphérie et de les transporter dans les 
thymus afin d’éliminer les LTs spécifiques de ces antigènes(191). Etant donné que tous les 
antigènes tissulaires ne sont pas sous la dépendance du facteur de transcription Aire, les 
antigènes périphériques présentés par les cDCs immigrantes compléteraient le panel 
d’antigènes tissulaires exprimés par les mTECs, accentuant l’efficacité de la sélection 
négative.  
Les pDCs sont également des cellules provenant de la périphérie qui ont migré dans le 
thymus. Etant donné leur faible capacité de présentation antigénique(192), il a longtemps été 
considéré qu’il était peu probable que ces cellules jouent un rôle dans la tolérance centrale. Il 
a été démontré que les pDCs sont capables migrer dans le thymus via l’expression du 
récepteur aux chimiokines CCR9(193). L’implication de CCR9 dans la migration de ces 
cellules dans le thymus, a permis au groupe de Butcher d’évaluer leur rôle dans la tolérance 
centrale. Les auteurs ont utilisé ces cellules dans des expériences de transferts adoptifs. Les 
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pDCs issues de souris sauvages, chargées avec l’OVA, mais pas les pDCs issus de souris 
CCR9-/-, migrent dans le thymus, où elles se localisent dans la médulla et induisent la délétion 
des thymocytes OT-II spécifiques de l’OVA(193). Cette observation suggère une contribution 
importante de ces cellules dans la tolérance centrale. 
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Suite à la sélection positive, les thymocytes DP sélectionnés se développent soit en 
thymocytes CD4SP ou CD8SP. Les mécanismes cellulaires et moléculaires contrôlant 
l’engagement des thymocytes DP dans le lignage CD4 ou CD8 ont été l’objet d’intenses 
recherches par de nombreux groupes depuis plus de vingt-cinq ans. En 1988, l’utilisation de 
souris transgéniques a révélé que le choix de lignage CD4 vs. CD8 est guidé par la restriction 
du TCR à reconnaitre soit le CMH-II ou le CMH-I(194). En effet, les thymocytes DP 
possédant un TCR restreint au CMH-II se différencient en LTs CD4+ alors que ceux 
possédant un TCR restreint au CMH-I se différentient en LTs CD8+. Ce choix de lignage 
binaire est la conséquence moléculaire de l’extinction de l’expression d’un des deux co-
récepteurs qui se traduit par la perte phénotypique du CD4 ou du CD8(195). Différentes 
études ont dans un premiers temps opposé deux modèles dits classiques : le modèle 
stochastique où le choix de lignage est aléatoire au modèle instructif où de la signalisation du 
TCR dicte ce choix(196). Enfin les travaux récents de l’équipe de Singer viseraient à 
l’adoption d’un modèle appelé « cinétique du signal »(61) (Figures 10 & 12). 
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Le modèle stochastique du choix de lignage CD4 vs. CD8 affirme que l’extinction de 
l’expression d’un des deux co-récepteurs suite à l’interaction du TCR avec un complexe 
CMH/peptide s’effectue de façon aléatoire indépendamment du CMH avec lequel il interagit. 
Ce modèle implique une étape dite de sauvetage où seuls les thymocytes possédant la bonne 
combinaison TCR/co-récepteurs survivent et se différencient en LTs matures (Figures 10a). 
Les différents résultats supportant ce modèle proviennent principalement d’études de 
« rescue » d’un des deux co-récepteurs dans lesquelles l’expression transgénique durable d’un 
co-récepteur résulte en l’apparition de LTs matures exprimant un TCR restreint à un CMH 
inapproprié. En effet, l’équipe de Raulet & Littman a montré que l’expression du co-récepteur 
CD4 transgénique permettait le développement de LTs CD8+ matures exprimant un TCR 
restreint au CMH-II(197). L’expression forcée du co-récepteur CD4 permettrait de sauver les  
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Figure 10 : Choix de lignage CD4 vs. CD8 : les modèles instructifs et stochastiques 
a : Le modèle instructif propose que des signaux intracellulaires, biochimiquement distincts 
sont générés en fonction de l’engagement du TCR avec les co-récepteurs CD8 ou CD4. La 
reconnaissance des molécules de CMH-I par le TCR associé à la molécule CD8 dirige les 
thymocytes vers le lignage CD8+CD4-, alors que la reconnaissance des molécules de CMH-II 
par le TCR associé à la molécule CD4 les guide vers le lignage CD4+CD8-. b : Le modèle 
stochastique suggère que le choix de lignage CD4 vs. CD8 s’effectue avant ou au début de la 
sélection positive, indépendamment de la spécificité du TCR.  
MHC : Major histocompatibility complex ; SP : Single positive cell ; TCR : T cell receptor 
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thymocytes SP CD8+ de courte durée de vie qui auraient de manière aléatoire cessé 
d’exprimer le gène cd4 endogène. Différentes études similaires confirment ces premiers 
résultats et apportent des preuves supplémentaires au modèle stochastique(198-200). 
En 1993, différents groupes montrent l’apparition de populations intermédiaires 
CD4+CD8int et CD4intCD8+ dans des modèles de souris déficientes respectivement pour le 
CMH-II et le CMH-I. Ces résultats suggèrent qu’indépendamment du CMH, les thymocytes 
DP s’engagent aléatoirement dans un lignage CD4 ou CD8 en exprimant un phénotype dît 
intermédiaire (CD4+CD8int ou CD4intCD8+). Néanmoins, ces populations intermédiaires ont 
une courte durée de vie et nécessitent l’interaction de leur TCR avec le complexe 
CMH/peptide correspondant au co-récepteur surexprimé pour leur survie et la poursuite de 
leur développement(201, 202).  
Ce modèle a été remis en cause par différentes études. Dans les expériences de 
« rescue », le modèle stochastique prédit que l’expression forcée d’un des deux co-récepteurs 
permet la survie de thymocytes ayant réprimé l’expression du co-récepteur approprié. Selon 
ce modèle, le développement de cellules matures doubles positives (expression du co-
récepteur endogène et l’expression du co-récepteur transgénique approprié) doit être mis en 
évidence dans les souris transgéniques. Les études initiales utilisant des souris transgéniques 
exprimant de façon constitutive le co-récepteur CD4 ou CD8 ont montré que peu ou pas de 
LTs DP matures sont générés(203, 204). De plus, les différentes études de « rescue » 
indiquent que ce mécanisme de sauvetage n’est pas aussi efficace que les prédictions espérées 
avec le modèle stochastique (50% de thymocytes devraient survivre malgré l’expression d’un 
co-récepteur inapproprié). Il a également été démontré que les thymocytes CD4+CD8int 
peuvent générer à la fois des LT CD4+ et CD8+ matures contestant ainsi les conclusions des 
études précédentes(205, 206). 
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Par opposition avec le modèle stochastique, le postulat du modèle instructif se base 
sur la signalisation du TCR, pendant la sélection positive, pour déterminer le choix des 
thymocytes DP vers le lignage CD4 vs. CD8. Les modèles instructifs requièrent donc que les 
signaux en aval du TCR soient différents en fonction qu’ils soient restreints au CMH-I ou au 
CMH-II. En substance, une signalisation du TCR accentuée par le co-récepteur CD4 
permettrait l’engagement du thymocyte vers le lignage CD4, alors qu’une faible signalisation 
du TCR et du co-récepteur CD8 engagerait les thymocytes vers le lignage CD8 (Figure 10b). 
Deux modèles instructifs ont ainsi été proposés. Un modèle basé sur l’intensité du signal du  
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Figure 11 : Modèles instructifs du choix de lignages : force ou durée du signal TCR 
Les modèles instructifs « force ou durée du signal » proposent qu’une faible ou une courte 
signalisation du TCR conduit à la répression de l’expression du co-récepteur CD4, à l’inverse 
une signalisation forte ou persistante induit la répression du co-récepteur CD8. L’engagement 
du TCR avec les molécules de CMH-I, associé à la molécule CD8 va générer un signal faible 
ou de courte durée qui dirige les lymphocytes T vers le lignage CD8. Au contraire, le signal 
généré par le TCR avec la molécule CD4 qui reconnaissent les molécules de CMH-II est 
intense ou persistant permettant le développement de lymphocytes T matures CD4SP. 
DP : Double positive cell ; MHC : Major histocompatibility complex ; SP : Single positive 
cell ; TCR : T cell receptor 
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TCR : le modèle « force du signal » et un modèle basé sur le maintien du signal : le modèle 
« durée du signal »(61, 196) 
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En 1992, le modèle instructif proposait que les co-récepteurs CD4 et CD8 
transduiraient un signal instructif qualitativement différent(207). Cependant cette idée a été 
remplacée par la notion que les thymocytes DP sont instruits par des différences de forces du 
signal transduit par l’engagement du TCR et du co-récepteur (Figure 11). Cette hypothèse a 
été étayée par la mise en évidence que la queue cytosolique du co-récepteur CD4 se liait de 
façon significativement plus importante à la protéine LCK, une protéine kinase impliquée 
dans la signalisation du TCR, que celle du co-récepteur CD8(208). Par conséquent, 
l’engagement du TCR avec le CD4 génère un signal fort alors que son association au CD8 
génère un signal faible. Cette différence quantitative, provenant du TCR en association avec 
l’un des deux co-récepteurs induit les thymocytes DP à l’arrêt de l’expression du gène codant 
pour le CD4 -signal faible- ou du gène codant pour le CD8 -signal fort-.  
La première preuve amenée en faveur du modèle instructif « force du signal », a été 
apportée par l’équipe de Robey, en utilisant un co-récepteur CD8 chimérique qui possède la 
queue cytosolique du co-récepteur CD4. L’expression, in vivo, de la protéine transgénique 
chimérique CD8-CD4 résulte dans le développement de LTs matures CD4+ restreints au 
CMH-I(208). Le modèle instructif « force du signal » a reçu un appui direct avec les 
différentes études de plusieurs groupes qui ont manipulé l’activité des protéines kinases 
LCK(209) , CSK(210), la famille des protéines kinases TEC(211) et ERK(212)) impliquées à 
différents niveaux dans la signalisation en aval du TCR chez les thymocytes DP. Ces études 
révèlent que l’augmentation de l’activité kinase de ces différentes protéines favorise la 
différenciation des thymocytes DP en LTs matures CD4+, inversement la réduction de cette 
activité favorise la différenciation en LTs matures CD8+.  
Suite à ces observations, l’équipe de Shores s’est intéressée à l’altération directe de la 
signalisation du TCR sur le choix de lignage des thymocytes DP. Les auteurs ont donc 
expérimentalement diminué le nombre de motifs ITAM (« immunoreceptor tyrosine-based 
activation motif ») qui sont contenus dans les complexes de signalisation en aval du TCR. La 
réduction des motifs ITAM diminue effectivement la force de la signalisation du TCR et 
résulte dans la génération d’un plus faible nombre de thymocytes SP. Néanmoins, la 
diminution de ces motifs n’altère en aucune façon le choix de lignage CD4 vs. CD8(213). Ce 
résultat contredisant le cœur même du modèle instructif « force du signal » a été également 
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confirmé dans une étude utilisant des souris mutantes déficientes pour ces motifs ITAM(214). 
La contribution de l’intensité de la signalisation du TCR dont dépend le choix de lignage CD4 
vs. CD8 a été une nouvelle fois examinée par l’équipe de Singer. Les auteurs ont réitéré les 
expériences utilisant la protéine chimérique CD8-CD4, mais dans une souris déficiente pour 
la molécule CD8α. En l’absence du CD8α, l’expression de la molécule chimérique CD8-CD4 
qui possèdent une « forte signalisation » ne permet pas aux thymocytes restreints au CMH-I 
de se différencier en LTs CD4+ matures(215). Ce résultat a également été observé une 
nouvelle fois par cette équipe qui a modifié le gène endogène cd8α afin qu’il code une 
protéine possédant la queue cytosolique de la molécule CD4(216). Ces deux travaux, avec le 
co-récepteur CD8 chimériques CD8-CD4 endogène ou transgénique, contredisent les 
fondements du modèle instructif « force du signal ». 
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Le modèle instructif « durée du signal » porté par Germain est une version améliorée 
du modèle instructif « force du signal ». Dans des expériences de RTOC (« reaggregate 
thymus organ culture ») in vitro, l’équipe de Germain a pu constater que des thymocytes 
exprimant le TCR HY restreint au CMH-I en culture pendant une période prolongée se 
différencient en LT CD4+ matures alors qu’une période plus courte conduisait à une 
différenciation en LT CD8+(217). Cette observation a permis à Germain de proposer un 
premier modèle. Un signal du TCR de longue durée instruit les thymocytes DP à inhiber la 
transcription du gène codant pour le co-récepteur CD8 et à se différencier en LT CD4+ 
matures. En revanche un signal de courte durée instruit ces thymocytes à réprimer la 
transcription du gène codant pour le co-récepteur CD4 et à se différentier en LT CD8+ 
matures (Figure 11). Néanmoins, dans cette étude, les auteurs n’identifient pas clairement 
comment les thymocytes restreint au CMH-I ou au CMH-II auraient des signaux du TCR de 
différentes durées. Dans une étude antérieure de Lucas & Germain, il est montré que les 
thymocytes DP CD4+CD8+, après leur engagement de leur TCR avec le complexe 
CMH/peptide porté par les cTECs, vont diminuer l’expression les deux co-récepteurs. A ce 
stade, les co-récepteurs vont être à nouveau exprimés à la surface de manière asymétrique. 
L’expression du co-récepteur CD4 intervient en premier, puis s’en suit l’expression du co-
récepteur CD8. Cette asymétrie induit l’apparition d’un population intermédiaire CD4+CD8int. 
Cette étude, confirmée par l’équipe de Singer, démontre que cette population intermédiaire est 
capable de se différencier indépendamment en LTs CD4+ matures ou en LTs CD8+ 
matures(206, 218). Dès lors, cette population intermédiaire identifiée, il est aisé de 
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comprendre le modèle de Germain : les thymocytes CD4+CD8low restreint au CMH-I 
reçoivent un signal du TCR de courte durée et se différencient en LTCD8+ matures alors que 
ceux restreints au CMH-II reçoivent un signal du TCR de longue durée et se différencient en 
LT CD4+ matures. 
Le modèle instructif proposé par Germain implique que les thymocytes CD4+CD8int 
qui sont instruits via la durée de signalisation du TCR possèdent le même niveau d’expression 
ARNm des deux co-récepteurs CD4 et CD8. Cependant cette nécessité n’a jamais été vérifiée 
expérimentalement dans les différentes études de Germain. De plus, une étude in vivo de 
l’équipe de Singer montre que la population intermédiaire CD4+CD8int a réprimé l’expression 
du gène cd8 avant son engagement dans un lignage particulier(219). Dans cette étude, chaque 
thymocyte DP exprime deux protéines CD8 provenant de deux allèles distincts, où leur 
expression est différemment régulée. L’un des allèles est contrôlé par des éléments 
régulateurs endogènes en cis et le second par des éléments transgéniques hétérologues. Si la 
diminution d’expression à la surface du CD8 est causée par l’internalisation spécifique du co-
récepteur CD8, alors l’expression à la surface des deux protéines CD8 devrait diminuer. Mais 
in vivo, la ligation du TCR avec le CMH-I induit chez les thymocytes DP la diminution de 
l’expression à la surface de la protéine CD8 endogène uniquement(219). Ce résultat démontre 
que la population CD4+CD8int est due à la répression de la transcription du gène codant pour 
le co-récepteur CD8 et non pas à son internalisation contredisant le modèle instructif « durée 
du signal » porté par Germain. Néanmoins la notion du choix de lignage dépendant de la 
durée du signal du TCR reste valide, et constitue la base du modèle non classique cinétique 
proposé par Singer. 
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Basé sur les différents résultats expérimentaux précédents, Singer propose un modèle 
non classique : cinétique du signal. Dans ce modèle, le choix de lignage CD4 vs. CD8 est 
déterminé par la durée du signal du TCR et par la présence d’un senseur de la durée de la 
signalisation du TCR : le récepteur à IL-7 (Figure 12).  
Le modèle « cinétique du signal » soutient de façon similaire à Germain, que les 
thymocytes DP qui ont reçu un premier signal TCR, arrêtent dans un premier temps la 
transcription du gène codant pour le co-récepteur CD8, pour générer une population 
intermédiaire CD4+CD8int, mais au niveau transcriptomique : CD4+CD8-. Cette population est 
décrite comme pouvant générer soit des LTs CD4+ ou des LTs CD8+ matures au regard de la  
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Figure 12 : Modèle « cinétique du signal » du choix de lignage CD4 vs. CD8  
Pendant la sélection positive, les thymocytes DP vont recevoir un 1er signal du TCR au regard 
de leur spécificité. Cette signalisation, induit l’arrêt de l’expression du co-récepteur CD8 et 
conduit les thymocytes DP vers un stade dit intermédiaire CD4+CD8low. Le choix de lignage 
va intervenir au niveau de ce stade en fonction des signaux reçus via le TCR et l’Il-7. Une 
signalisation persistante du TCR chez ces thymocytes bloque le signal médié par l’IL-7 et 
induit le développement de ces cellules en lymphocytes T CD4SP. L’arrêt de la signalisation 
du TCR autorise celle via l’IL-7 qui induit la réversion d’expression des co-récepteurs chez 
les thymocytes intermédiaires qui vont acquérir le phénotype CD4-CD8+ et se différencier en 
lymphocytes T CD8SP. 
DP : Thymocyte double positif ; SP : Thymocyte simple positif ; TCR : T cell receptor 
 
 
 
 
 
  
CD4+CD8– CD4+CD8low
CD4–CD8+
CD4+CD8+
C
D
4
CD8
CD4 CD8
TCR
IL-7 signal
Positively selecting
TCR signal
TCR signal ceases
Co-receptor
reversal
TCR signal persists
Cd4+
Cd8–
Cd4+
Cd8–
Cd4+
Cd8+
Cd4–
Cd8+
 51 
durée du signal(206, 218, 220). Si cette population intermédiaire continue de recevoir un 
signal persistant du TCR, alors elle se différencie en LTs CD4+ matures. En revanche si ce 
signal cesse alors elle se différencie en LTs CD8+ matures. En absence du CD8, un TCR 
restreint au CMH-II pourra continuer de percevoir un signal du TCR grâce au co-récepteur 
CD4 alors que la signalisation du TCR restreint au CMH-I, dépendante du CD8, ne persistera 
pas en son absence. Le modèle « cinétique du signal » propose également que la persistance 
ou la cessation de ce signal régulent de manière inverse une deuxième signalisation médiée 
par l’IL-7R qui sert donc de senseur de la durée du signal TCR(220).  
La nouveauté dans le modèle de Singer est le rôle de l’IL-7 dans la réversion 
d’expression des co-récepteurs. Dans son étude centrale sur le modèle « cinétique du signal », 
l’équipe de Singer suggère l’implication de l’IL-7 dans l’engagement de la population 
CD4+CD8int dans le lignage CD8 (220). De plus, in vitro l’IL-7 favorise la survie, ainsi que la 
réversion d’expression des co-récepteurs en appuyant le « silencing » du gène cd4 et en 
permettant la ré-initiation de la transcription du co-récepteur CD8(221). Deux études in 
vitro(222) et in vivo(223) ont également mis en évidence qu’un signal du TCR de longue 
durée inhibe la transduction du signal en aval de l’IL-7R chez des LTs matures. Néanmoins, il 
est à noter que ce résultat chez la population intermédiaire CD4+CD8int n’a pas été démontré 
pour le moment. Cette théorie, selon laquelle la différenciation en LT CD8+ matures est 
dépendante de l’IL-7 est appuyée par différentes observations : 
1- Les thymocytes CD4SP et CD8SP expriment différemment le transporteur du 
glucose de type 1 (GluT1), dont l’expression est augmentée par l’IL-7(221, 224). 
Alors que l’expression de GluT1 chez les thymocytes CD8SP est forte, son 
expression chez les thymocytes CD4SP est à peine détectable, indiquant que la 
signalisation médiée par l’IL-7 a lieu chez les thymocytes pendant leur 
différenciation en thymocytes CD8SP, mais pas pendant leur différenciation en 
thymocytes CD4SP. 
2- Le récepteur à l’IL-7 est composé de la chaine commune γ. Il est démontré que la 
protéine SOCS1 inhibe la signalisation de ce type de récepteur aux cytokines 
(γcR)(225). L’ablation génétique de SOCS1 résulte dans la différenciation 
préférentielle des thymocytes en LT CD8+ matures(226). 
3- La délétion de GF1 (growth-factor independent 1), un régulateur négatif de 
l’expression du récepteur à l’IL-7, augmente sélectivement la différenciation des 
LT CD8+ matures(113). 
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Bien que ces résultats soient des preuves indirectes du rôle de l’IL-7 dans le choix de 
lignage CD8, ils tendent à la démonstration d’un cross-talk entre le TCR et cette cytokine. La 
signalisation de L’IL-7R fonctionnerait comme un senseur de la durée du signal du TCR reçu 
par les thymocytes CD4+CD8int. En effet, un signal persistant du TCR empêche la 
signalisation de IL-7R et mène à la différenciation en LTs CD4+ matures. Cependant, si le 
signal TCR est interrompu, alors la signalisation de l’IL-7R est initiée, permettant alors la 
réversion des co-récepteurs et in fine à la différenciation en LTs CD8+ matures (Figure 12). 
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La compréhension du choix de lignage CD4 vs. CD8 a considérablement avancé avec 
l’identification de différents facteurs impliqués dans la régulation transcriptionnelle des gènes 
codant pour les co-récepteurs CD4 et CD8. Parmi ces différents facteurs, certains sont 
impliqués dans le remodelage de la chromatine, comme IKAROS(227), Mi-2β(228) et le 
complexe SWI/SNF-like BAF(229), alors que certains facteurs de transcription régulent 
directement l’expression de gènes cibles impliqués dans ce choix de lignage.  
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Th-POK (« Th inducing POZ-Kruppel factor ») est une protéine à doigt de zinc codée 
par le gène Zbt7b(230). Différentes études ont permis d’identifier Th-POK comme étant un 
acteur clé dans la différentiation des thymocytes en LT CD4+ matures. En 2005, les équipes 
de Kappes et de Bosselut ont pu mettre en évidence que le facteur de transcription Th-POK 
est exprimé spécifiquement dans les LTs CD4+. Ils ont également identifié que chez les souris 
mutantes HD (« Helper deficient ») ne pouvant générer de LTs CD4+, la mutation responsable 
de ce phénotype se situe dans l’exon 3 du gène codant pour Th-POK démontrant le rôle de 
Th-POK dans le développement de LT CD4+(230, 231). 
Les auteurs ont également reconstitué des souris irradiées avec des HSC transduites 
avec un rétrovirus exprimant Th-POK. Ils ont pu ainsi démontrer que l’expression ectopique 
du transgène permet leur différenciation en thymocytes CD4SP, même ceux possédant un 
TCR restreint pour le CMH-I(231). De plus, Th-POK régule la transcription des co-récepteurs 
CD4 et CD8 de façon opposée. Plus précisément, Th-POK maintient la transcription du gène 
cd4 en prévenant le « silencing » de ce gène par différentes protéines comme RUNX3 
(« Runt-related transcription factor-3 »)(232). Il va inhiber la transcription du gène codant 
pour le CD8 en régulant négativement l’activité de l’ « enhencer » E81 nécessaire à 
l’expression du CD8 dans les thymocytes CD8SP(233). Ainsi, le facteur de transcription Th-
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POK est désormais reconnu comme étant le régulateur central du choix de lignage CD4 et de 
la différenciation des thymocytes en LT CD4+ matures. De façon intéressante, il apparaît que 
l’expression de Th-POK dans les thymocytes CD4+CD8int nécessite un signal persistant du 
TCR, ce qui concorde avec les modèles de Germain ou Singer(234). 
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TOX (« Thymocyte selection-associated high mobility group box nuclear protein ») 
est une protéine possédant un domaine HMG qui se lie à l’ADN et régule l’expression de 
gènes en remodelant la structure de la chromatine et en recrutant d’autres facteurs 
nucléaires(235, 236). Une étude récente de souris déficientes pour la protéine TOX révèle que 
les thymocytes DP positivement sélectionnés ne génèrent pas la population de thymocytes 
intermédiaires CD4+CD8int, mais des thymocytes CD4lowCD8low précédemment décrit par 
l’équipe de Germain. Dans ces souris, il apparaît que la différenciation CD4 est complètement 
abolie, alors que la différenciation CD8, bien que diminuée, reste satisfaisante(237). 
L’expression transgénique de la protéine TOX dans des souris déficientes restaure 
l’apparition de la population intermédiaire CD4+CD8int et leur habilité à se différencier en 
LTs CD4+ matures. Cette étude montre l’importance de TOX dans la transcription du co-
récepteur CD4 et de l’engagement des thymocytes dans le lignage CD4. 
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Le facteur de transcription à doigt de zinc GATA-3 est nécessaire pour le 
développement des LTs CD4+ matures. Il a été observé que GATA-3 est préférentiellement 
exprimé par les LTs CD4+ (108) et que la transcription de GATA-3 est induite dans les 
thymocytes intermédiaires CD4+CD8int via la signalisation du TCR(238). L’expression 
soutenue de GATA-3 bloque la génération de LTs CD8+ matures(239), alors que sa délétion 
conditionnelle dans les thymocytes DP résulte d’une forte réduction de LTs CD4+ matures qui 
n’affecte pas la différenciation en LTs CD8+ matures(240). Ces résultats indiquent 
l’importance du facteur de transcription GATA-3 dans le développement des LTs CD4+. 
Néanmoins, au contraire du facteur de transcription Th-POK, GATA-3 ne semble pas être un 
facteur clé de spécification du lignage CD4, puisque son expression transgénique forcée ne 
permet pas le développement de LTs CD4+ mature exprimant un TCR restreint au CMH-
I(238). 
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Les protéines RUNX sont des facteurs de transcription appartenant à la famille à des 
protéines à RUNT-domain. Dans le thymus, RUNX1 est principalement exprimé chez les 
thymocytes au stade DN et RUNX3 est connu pour être exprimé dans les thymocytes CD8SP 
positivement sélectionnés(232). L’observation de la liaison des protéines RUNX sur des 
éléments « silencer » du gène cd4 et de leur implication dans l’inhibition de son expression 
indique un rôle de RUNX3 dans le choix de lignage CD8(232). En effet, l’absence de 
RUNX3 aboutit à la levée de l’inhibition de la transcription du gène codant pour le co-
récepteur CD4(241), alors que la sur-expression de RUNX3 inhibe cette transcription(242). 
En accord avec le modèle de Singer, l’expression de RUNX3 ne nécessite pas de signal du 
TCR. Dans une étude in vivo où l’expression de ZAP70 est restreinte aux thymocytes DP, 
l’expression de RUNX3 persiste au sein du lignage CD8, même dans ces conditions où le 
signal du TCR est interrompu(243).  
 
En conclusion, à l’issue de la sélection positive des thymocytes DP et de leur 
différenciation en thymocytes SP, ces cellules migrent dans la médulla grâce à l’interaction du 
récepteur aux chimiokines CCR7 avec ses ligands CCL19 et CCL21. A ce niveau, les 
thymocytes auto-spécifiques qui interagissent fortement avec une CPAs présentant des 
antigènes du soi vont être éliminés par les mécanismes de sélection négative. Ceux n’étant pas 
sélectionnés négativement, continuent leur maturation dans la médulla et quittent le thymus 
pour émigrer dans la périphérie via la circulation sanguine(91). Il est, aujourd’hui, admis que 
cette étape d’émigration thymique est régulée principalement par un mécanisme impliquant 
l’axe S1P (sphingosine-1-phosphate) et de son récepteur S1P1 exprimé par les thymocytes 
matures(244-246). Des résultats récents montrent que la sortie du thymus pourrait être 
potentialisée par un phénomène de chemo-repulsion appelé « chemofugetaxis ». Une première 
étude in vitro consistant en une co-culture de cellules du stroma thymique « thymus 
organoïde » et de thymocytes humains, montre que le traitement avec un anticorps anti-
CXCR4 inhibe la sortie de ces cellules du « thymus organoïdes » de manière dépendante de 
CXCL12(247). Dans la continuité de cette étude, le blocage de l’interaction entre CXCR4 et 
CXCL12, par l’utilisation de souris déficientes pour CXCR4 ou par l’utilisation d’un 
antagoniste pharmacologique, l’AMD3100, mène à une diminution de la sortie des 
thymocytes dans des cultures in vitro FTOC. Enfin, le traitement in vivo de souris nouveaux 
nés avec l’AMD3100 conduit à l’accumulation de thymocytes CD4SP dans le thymus, et une 
diminution du nombre de LTs CD4+ matures dans la rate(248). De façon surprenante, 
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l’émigration des thymocytes CD8SP n’est pas affectée par le traitement, suggérant que les 
thymocytes CD4SP et CD8SP pourraient différer dans les mécanismes requis pour leur 
émigration, au moins dans la période néonatale. 
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Il est aujourd’hui admis que les LTs se développent dans le thymus, et que les LTs 
matures générés quittent cet organe pour rejoindre la périphérie. Cette vue unidirectionnelle 
du trafic des LTs entre le thymus et la périphérie a été revisitée par différents groupes. Dès 
1982, le groupe de Ben-Nun & Cohen a observé que le transfert adoptif de LTs activés in 
vitro, permettait la migration d’une proportion substantielle des LTs injectés dans le thymus, 
chez le rat(249). Des expériences similaires chez la souris ont également pu montrer que suite 
à l’injection de LTs issus de la périphérie (nœuds lymphatiques), un certain nombre de LTs 
injectés se localisait dans le thymus des souris receveuses(250, 251). De même, des 
expériences de parabiose, où deux animaux partagent la même circulation sanguine, montrent 
que quatorze jours après l’acte chirurgical, 0,3% des LTs du thymus d’un individu 
proviennent du conjoint et se localisent dans la médulla. Vingt et un jours après des cellules 
du conjoint apparaissent dans le cortex, ce délai indique que les cellules du conjoint présentes 
à quatorze jours post opération, sont des LTs matures qui ont recirculé dans le thymus, plutôt 
que des thymocytes en développement qui ont migrés dans la médulla(252). Enfin la 
recirculation des LTs matures issus de la périphérie a également, été suggérée dans des souris 
transgéniques non manipulées. Dans les souris transgéniques Rag2p-GFP où la GFP est sous 
le contrôle du promoteur Rag2, la GFP va être exprimée au stade DN et DP, suite à la 
sélection positive le promoteur Rag2 va être réprimé et la fluorescence de la GFP va décroitre 
avec une demi vie de 56h. Les thymocytes SP GFP+ sont les cellules en développement. En 
périphérie, les cellules récemment émigrées sont GFP+, alors que les cellules matures perdent 
la fluorescence de la GFP. L’analyse, du thymus des souris Rag2-GFP, révèle une population 
de LTs matures GFP- suggérant que ces cellules proviennent de la périphérie et ont recirculé 
dans le thymus(91, 253). Alors qu’il a été montré que les LTs matures périphériques CD4+ et 
CD8+ sont capables de migrer dans le thymus, il apparaît que la recirculation dans le thymus 
est restreinte aux cellules activées, en prolifération(254), bien qu’ il ait été décrit qu’un faible 
nombre de LTs naïfs soit capable de migrer dans le thymus (253).  
La recirculation des LTs matures dans la périphérie va avoir pour conséquence 
d’influencer le développement des thymocytes dans le thymus. Une étude récente a proposé 
que les LTs matures exprimant les molécules de CMH-I qui migrent dans le thymus 
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favoriseraient la sélection positive de thymocytes CD8+ exprimant un TCR restreint pour ce 
CMH-I(255). De plus, les LTs périphériques entrant dans le thymus seraient également 
capables d’induire la délétion des thymocytes en développement spécifiques pour des 
antigènes exprimés par les LTs recirculants suggérant leur implication dans la mise en place 
d’une tolérance centrale efficace(256, 257). Cependant, le groupe de Brocker montre que les 
LTs recirculants inhiberaient l’induction de tolérance de thymocytes auto-spécifiques en 
délétant les DCs et les mTECs dans le thymus(258).  
 
En conclusion de ce chapitre, le développement des LTs dans le thymus est un 
processus qui implique la succession de mécanismes complexes et coordonnés. Le 
développement thymique via les étapes de sélection positive, de différenciation et de sélection 
négative permet la génération d’un répertoire de LTs qui sont restreints au CMH du soi donc 
utiles à l’organisme et delétés en cellules spécifiques d’antigènes du soi, potentiellement 
dangereuses pour l’organisme. Une fois leur développement achevé, les cellules quittent le 
thymus pour rejoindre la périphérie. Elles vont, alors, pouvoir assurer la défense de 
l’organisme contre l’infection de divers pathogènes et contre le développement de cancer en 
s’activant suite à leur rencontre avec des antigènes dérivés de pathogènes ou d’antigènes 
tumoraux. Dans la périphérie, des LTs activés vont pouvoir être capables de recirculer dans le 
thymus où ces cellules vont influencer le développement thymique en favorisant la sélection 
positive ou en modifiant la sélection négative.  
Malgré les différents mécanismes qui composent la sélection négative permettant la 
mise en place d’un premier niveau de tolérance, certains LTs auto-réactifs échappent à cette 
sélection. Ces cellules sont potentiellement dangereuses pour l’organisme, et sont pris en 
charge en périphérie par différents mécanismes tolérogènes qui constituent la tolérance 
périphérique. Cette tolérance peut être passive ou dominante via l’intervention des 
populations de lymphocytes régulateurs. Les LTs exprimant le facteur de transcription Foxp3+ 
sont les acteurs majoritaires de cette tolérance. Ces cellules identifiées chez la souris et chez 
l’Homme sont une sous population de LTs CD4+ d’origine thymique. Le prochain chapitre 
sera consacré à la synthèse des différents travaux de la littérature qui ont permis de mettre en 
évidence leur découverte, les mécanismes de leur développement et de leurs fonctions. 
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L’existence d’une population de LTs régulateurs impliquée dans la protection de 
l’apparition de maladies auto-immunes, a été suspectée dès la fin des années 1960. Il est 
couramment admis, aujourd’hui, que cette population régulatrice est caractérisée par 
l’expression des marqueurs CD4, CD25 et par l’expression du facteur de transcription Foxp3. 
L’état des lieux de la littérature montre que ces LTs régulateurs (Tregs) sont une des 
populations régulatrices naturelles les plus étudiées et qu’ils possèdent un rôle important, non 
redondant dans divers aspect de la tolérance immunologique.  
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Le groupe de Le Douarin montre qu’une greffe tissulaire de caille introduite chez le 
poulet pendant la vie embryonnaire est sujette à un rejet lorsque le système immunitaire de ce 
dernier atteint sa maturité. Ce rejet peut être prévenu et le tissu (une aile de caille) protégé en 
greffant un épithélium thymique provenant du donneur (caille). Un stroma thymique 
chimérique est alors généré dans lequel les LTs de l’hôte (poulet) ont acquis la capacité de 
reconnaître le greffon comme élément du soi et d’induire une tolérance durable vis-à-vis  de 
l’aile greffée. Cette étude suggère qu’une population de cellule T régulatrices se développe 
dans le thymus(259). 
En 1969, le groupe de Sakakura a pu observer que les souris femelles, thymectomisées 
à J3 après la naissance, devenaient stériles dû à une destruction des ovaires. De façon 
intéressante, cette destruction était absente lorsque la thymectomie était réalisée à J7 après la 
naissance et qu’elle pouvait être prévenue par une greffe de thymus(260). L’analyse 
histologique a permis, dix ans plus tard, d’infirmer le rôle d’une hormone secrétée par le 
thymus et de confirmer que ce phénomène relevait d’une réaction auto-immune(261). 
L’ensemble de ces expériences a permis de conclure qu’une population de lymphocytes, 
dérivée du thymus apparaissant à J3 après la naissance, était responsable du contrôle de 
l’apparition de maladies auto-immunes. En 1982, le groupe de Sakakura a montré que 
l’injection de LTs de souris adultes à une souris thymectomisée prévenait l’induction de ces 
pathologies, suggérant qu’une population de LTs persistait chez l’adulte et permettait de 
prévenir l’apparition de maladies auto-immunes(261). Suite a cette observation, différents 
groupes ont tenté de mieux caractériser ces LTs en identifiant différentes molécules comme 
marqueurs de surface spécifiques des Tregs.  
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En 1985, le groupe de Masuda montre que lorsque des LTs CD4+ spléniques issus 
d’une souris BALB/c sont déplétés, ex vivo, en LTs CD4+CD5high et transférés dans une souris 
lymphopénique athymique BALB/c NUDE, cette souris développe spontanément une 
pathologie auto-immune affectant différents organes quelques semaines après le 
transfert(262). De plus, l’apparition de cette pathologie pouvait être prévenue par le co-
transfert de LTs CD4+ totaux. En 1990, Powrie & Mason, dans des expériences similaires 
menées chez le rat, ont montré que des rats PVG athymiques reconstitués avec des LTs CD4+ 
déplétés en cellules CD45RBlow, développaient une pathologie similaire à une GVHD (« Graft 
versus host disease ») et des atteintes auto-immunes touchant différents organes comme la 
thyroïde et les îlots de Langerhans dans le pancréas(263). Quelques années plus tard, deux 
groupes ont mis en évidence que l’injection de LTs CD4+CD45RBhigh dans une souris 
BALB/c SCID conduit au développement d’une IBD (« Inflammatory bowel disease ») qui 
peut être inhibée par la co-injection de LTs CD4+ totaux(264, 265). Ces différentes études ont 
donc permis d’étendre le phénotype des Tregs à des cellules T CD4+CD5highCD45RBlow.  
Ces observations ont également mené à la recherche de molécules plus spécifiques que 
CD5 ou CD45RB pour caractériser les Tregs. En 1995, ces auteurs ont identifié une 
population distincte de LTs CD4+ exprimant la chaîne α du récepteur à l’IL-2 (CD25), qui 
représente 10% des LT CD4+ en périphérie qui est incluse dans la fraction des LTs 
CD5+CD45RBlow(266). Les auteurs ont observé que l’injection de LTs CD4+ déplétés en 
cellules CD25+ était suffisante pour induire chez la souris BALB/C NUDE, une pathologie 
auto-immune sévère touchant différents organes comme l’estomac, la thyroïde, les ovaires... 
Comme précédemment, l’induction de cette pathologie, peut être inhibée par le co-transfert de 
LTs CD4+CD25+ de façon dose dépendante(266). L’année suivante, le groupe de Sakaguchi a 
établi le lien entre les Tregs CD4+CD25+ et la thymectomie néonatale à J3. Ils ont ainsi pu 
démontrer que l’injection de LTs CD4+CD25+ syngéniques pouvait prévenir l’auto-immunité 
chez les souris thymectomisées à J3 après la naissance. De plus, l’apparition de ces cellules 
dans la périphérie s’effectue juste après à J3(267). Ainsi, la thymectomie néonatale a pu être 
étroitement associé à l’absence de la génération de LTs CD4+CD25+, et en l’absence de ces 
Tregs, au développement spontané de maladies auto-immunes.  
La mis en évidence de l’expression de CD25 par les Tregs a permis leur purification et 
l’établissement d’un test d’immuno-suppression in vitro. En 1998, le groupe de Shevach, 
conjointement au groupe de Sakaguchi a montré que la co-culture de Tregs CD4+CD25+ avec 
des LTs CD4+ ou CD8+, inhibait l’activation de ces derniers suite à la stimulation des deux 
populations, en présence de CPAs(268, 269). Ce test devenu un test classique de mesure des 
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capacités immuno-suppressives d’une population cellulaire, a donc confirmé les capacités 
immuno-suppressives des Tregs CD4+CD25+. Ces études ont également révélé l’état 
anergique in vitro des Tregs. 
Bien que la majorité des LTs CD4+CD25+ possède des capacités immuno-suppressives, 
la molécule CD25 est également exprimée par des Tconvs activés. L’isolement d’une 
population pure de Tregs sur la seule expression de CD25 étant impossible, différents groupes 
ont persévéré dans la recherche de molécules additionnelles permettant une meilleure 
caractérisation des Tregs CD4+CD25+.  
Dans ce contexte, deux molécules exprimées par les Tregs ont pu être mis en évidence, 
CTLA-4(270, 271), dans un premier temps et plus tard GITR(272). Ces molécules impliquées 
dans les mécanismes immuno-suppressifs des Tregs, sont également exprimées par les LTs 
activés, ne permettant pas de distinguer formellement les Tregs de LTs activés sur la base de 
l’expression de ces deux molécules. La recherche d’un marqueur spécifique des Tregs a 
continué jusqu’à la découverte de l’expression du facteur de transcription Foxp3 par les Tregs 
CD4+CD25+. 
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L’âge moderne des Tregs a été atteint par la découverte de trois différents groupes qui 
montrent que des mutations dans le gène codant pour le facteur de transcription Foxp3 étaient 
responsables du syndrome auto-immun IPEX (« Immune dysregulation Polyendocrinopathy 
Enteropathy X linked ») et de l’équivalent chez la souris : la souris scurfy précédemment 
décrite par l’équipe de Russel(56, 57, 273, 274). En 2003, les groupes de Ramsdell, Rudensky 
et Sakaguchi ont démontré que l’expression de Foxp3 était nécessaire à la différenciation et à 
la fonction des Tregs CD4+CD25+(54, 275, 276). La transduction rétrovirale de Foxp3 dans 
des LTs CD4+CD25- conduit à leur conversion en cellules phénotypiquement et 
fonctionnellement similaires aux Tregs. Ces cellules transduites possèdent des capacités 
immuno-suppressives in vitro et in vivo, et expriment fortement les molécules CD25, CTLA-4 
et GITR(276). Ces résultats ont suggéré que le facteur de transcription Foxp3 pouvait être 
définis comme le facteur « master switch » régulant la différenciation et la fonction des Tregs. 
Cette idée a été testée par le groupe de Rudensky qui a utilisé une souris transgénique 
où le gène codant pour la GFP suivi d’un codon STOP a été introduit en amont de l’exon 1 du 
gène codant pour Foxp3. Ainsi dans cette souris transgénique, les cellules, où la transcription 
de Foxp3 est active, expriment la GFP mais pas Foxp3. Les auteurs ont pu alors observer que 
ces cellules exprimaient modérément les molécules associées aux Tregs : CD25, CTLA-4 et 
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GITR. Ces cellules sont également instables et ne possèdent pas de capacités suppressives in 
vitro(277). De même, le groupe de Mathis & Benoist a montré que le facteur de transcription 
Foxp3 était directement impliqué dans la transcription d’1/3 des gènes formant la signature 
transcriptomique des Tregs(278). Il apparaît donc que Foxp3 agirait de concert avec d’autres 
facteurs pour permettre la différentiation en Tregs. 
De plus, il a été démontré que l’acquisition des fonctions suppressives des Tregs, ainsi 
que l’expression des molécules CD25 et CTLA-4 dépendait de l’interaction de Foxp3 avec 
NFAT(279). L’interaction entre Foxp3 et NFAT d’une part et de Foxp3 avec Runx1 d’une 
autre part inhibe la transcription des gènes codant pour l’IL-2, l’IL-4 et l’IFN-γ(279, 280). 
Enfin deux groupes ont pu identifier que Foxp3 s’associe à de nombreux facteurs de 
transcription incluant NFAT, RUNX1 et GATA-3 qui une fois associés forment une boucle 
de rétro-contrôle positive sur l’expression de Foxp3. Cet interactome de Foxp3 serait 
également nécessaire à l’expression ou à la répression de gènes qui constituent la signature 
transcriptomique des Tregs(281, 282).  
Aujourd’hui, le facteur de transcription Foxp3 reste le marqueur spécifique pour les 
Tregs, mais sa détection nécessite des étapes de fixation et de perméabilisation limitant 
considérablement la mise en place de procédures expérimentales utiles à leur étude. Pour 
palier à ce problème, plusieurs équipes ont développé des animaux transgéniques dans 
lesquels les Tregs expriment la GFP ou des molécules de surface (e.g : Thy1.1) facilitant 
considérablement les analyses et la purification de ces cellules. 
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Il apparaît que la source majeure de Tregs dans l’organisme soit le thymus. L’origine 
thymique des Tregs a été suspectée par le groupe de Sakakura en 1969, en réalisant des 
expériences de thymectomie néonatale précédemment décrites(260). Une première preuve de 
l’origine thymique des Tregs a été apportée par le groupe de Sakaguchi qui a montré que le 
transfert adoptif de thymocytes matures déplétés en cellules CD25+ dans une souris 
athymique NUDE mène au développement de nombreux syndromes auto-immuns. Ces 
mêmes auteurs ont montré qu’une partie des thymocytes DN injectés intrathymiquement, se 
développe en une semaine en thymocytes CD4+CD25+ ayant un potentiel immuno-
suppresseur(283)  
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Une preuve plus directe de l’origine thymique des Tregs a été supportée par 
l’utilisation de différents modèles de souris transgéniques. L’utilisation de souris déficientes 
pour Foxp3 ou exprimant la protéine de fusion Foxp3-GFP ont montré que le facteur de 
transcription Foxp3 était nécessaire au développement thymique des Tregs(54, 55, 284). Le 
suivi de l’apparition de Foxp3 pendant le développement T chez des souriceaux a pu indiquer 
que l’expression de Foxp3 peut être détectée dans le thymus à J3 après la naissance(55). De 
plus, chez les souris exprimant le récepteur à la toxine diphtérique sous le contrôle du 
promoteur Foxp3, les Tregs peuvent être éliminés par l’injection de la toxine. Suite à cette 
déplétion, la reconstitution du thymus par les Tregs précédait la périphérie(285). Ces 
différents résultats suggèrent fortement l’origine thymique des Tregs. Enfin, différents 
groupes ont utilisé une souris transgénique où la GFP est sous le contrôle du promoteur Rag2, 
permettant de cibler les thymocytes en développement GFP+. Les auteurs ont pu ainsi détecter 
dans le thymus la présence de Tregs GFP+ démontrant formellement que les Tregs se 
développent dans le thymus(91, 286, 287) (Figure 13). 
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Bien que les Tregs soient majoritairement issus du thymus et définis comme Tregs 
naturels : nTregs, il apparaît clairement que les Tregs peuvent se développer en périphérie à 
partir de Tconvs dans différentes conditions et sont définis comme des Tregs induits : 
iTregs(35, 288-291). De nombreuses études ont pu mettre en évidence que cette induction 
périphérique était contrôlée par le TGF-β via sa signalisation qui induit la phosphorylation de 
Smad2/3 et sa localisation sur la région régulatrice CNS1 de Foxp3 favorisant son 
expression(292, 293). Récemment, l’acide rétinoïque a été également mis en évidence dans 
l’induction périphérique des iTregs(288) (Figure 15).  
Le rôle des iTregs a été notamment évalué par Rudensky, en utilisant une souris 
déficiente pour la région CNS1 du gène foxp3, empêchant donc toute induction de iTregs en 
périphérie. Les auteurs ont pu démonter l’implication des iTregs dans la tolérance fœto-
maternelle, et dans le contrôle de l’inflammation au niveau des muqueuses intestinales et 
pulmonaires(294, 295). Dans l’intestin, le microbiote favorise également l’induction d’iTregs 
qui est impliqué dans le maintien d’une tolérance pour ces bactéries commensales(296-298). 
La distinction entre nTreg et iTreg a été soulevée par de nombreuses équipes et fait 
l’objet, à l’heure actuelle, de nombreuses recherches. Un premier facteur de transcription, 
Helios, a été proposé par l’équipe de Shevach comme pouvant discriminer les nTregs qui 
expriment Helios et les iTregs ne l’exprimant pas(299). Contrairement à Foxp3 qui est 
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indispensable pour la fonction des Tregs, Helios n’est pas impliqué dans les capacités 
suppressives des Tregs. En effet les Tregs déficients pour Helios possèdent toujours la 
capacité d’inhiber la proliférations des Tconvs in vitro(299). De plus, une étude a démontré 
que des iTregs activés in vitro sont également capables d’exprimer le facteur de transcription 
Helios(300). Ce résultat suggère que dans certaines conditions les iTregs sont capables 
d’exprimer le facteur de transcription Helios, éliminant donc ce facteur comme un marqueur 
caractérisant spécifiquement les nTregs. 
 En 2012, les groupes de Bluestone et Lafaille, ont conjointement publié deux études 
montrant que pendant le développement thymique des Tregs, ils expriment la molécule 
neuropilin-1. Ces auteurs montrent que basé sur le niveau d’expression de la neuropilin-1, il 
est possible de distinguer les nTregs neuropilin-1high et les iTregs neuropilin-1low(301, 302). 
Cependant, l’équipe de Lafaille montre que dans des conditions inflammatoires dans des 
modèles d’EAE ou d’asthme allergique les Tregs induits en périphérie, retrouvés dans la 
moelle épinière ou dans les poumons expriment un niveau élevée de neuropilin-1, comparable 
aux nTregs. L’expression de la neuropilin-1serait également une caractéristique des Tregs 
induits dans des conditions inflammatoires, rendant la distinction entre nTregs et iTregs sur la 
base de l’expression de cette protéine conflictuelle. Le groupe de Lafaille a injecté en intra-
péritonéal des cellules MCA-38 d’adénocarcinome à des souris. Les auteurs on pu observer 
que les Tregs infiltrant la tumeur n’exprimaient pas la neuropilin-1 et ont conclu sur une 
conversion induite en périphérie de ces Tregs(301). En revanche, le groupe de Vignali montre 
que l’expression de la neuropilin-1 par les Tregs favorise l’établissement d’une tolérance vis-
à-vis de cellules MCA-38 injectées à des souris en sous-cutané, suggérant un rôle de cette 
protéine dans la régulation et le maintien des fonctions des Tregs dans des conditions 
inflammatoires(303). Ces résultats contradictoires montrent que la distinction formelle entre 
ces deux populations de Tregs n’a pas été clairement établie à ce jour. La recherche de 
nouvelles molécules pouvant être utilisées comme marqueurs spécifiques d’une ou de l’autre 
population reste un enjeu majeur de la recherche actuelle. 
>9 )!## ''+$(&%&
La génération des Tregs Foxp3+ se déroule principalement dans le thymus pendant le 
développement des LTs, bien qu’une origine périphérique, mais minoritaire, soit également 
décrite. Dans cette partie, nous aborderons les différents mécanismes dirigeant le 
développement thymique des Tregs. 
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Etant donné l’implication des Tregs dans le contrôle du développement de maladies 
auto-immunes, en inhibant l’activation de Tconvs spécifiques d’antigènes du soi, il a été 
proposé que le répertoire des Tregs soit enrichi en cellules auto-spécifiques. Pour vérifier 
cette hypothèse le groupe de van Meerwijk a déterminé la fréquence de Tregs périphériques 
reconnaissant des CPAs syngéniques ou allogéniques, en utilisant des expériences de 
dilutions limites. Les auteurs ont montré que la fréquence de Tregs spécifiques du soi était  
deux à trois fois supérieure à celle des Tregs allo-spécifiques. Cette observation montre que 
comparés aux Tconvs, les Tregs sont enrichis en cellules auto-réactives, vérifiant ainsi 
l’hypothèse précédemment émise (304). Cependant, ces résultats montrent également qu’une 
fraction de Tregs est capable de reconnaître des antigènes du non soi. En effet, plusieurs 
groupes ont pu faire la démonstration que les Tregs étaient capables de reconnaître des 
antigènes dérivés de bactéries, de virus et de parasites. D’autres études, ont mis en évidence 
que les Tregs permettaient la protection du fœtus semi-allogénique lors de la gestation(305), 
et pouvaient être utilisés pour prévenir le rejet d’allogreffes. Ces différentes observations 
permettent d’établir que le répertoire des Tregs, bien qu’enrichi en cellules capables de 
reconnaître des antigènes du soi, contient également des Tregs qui reconnaissent des 
antigènes du non soi. 
La question du répertoire des Tregs comparé à celui des Tconvs a également été 
abordée par des études de séquençage des TCR exprimés par les Tregs et les Tconvs. Etant 
donné la très grande diversité de TCR générés pendant le développement, différentes 
approches ont été menées pour restreindre cette diversité nécessaire à ces études. Des souris 
transgéniques pour la chaine β du TCR ont été utilisées afin de limiter la diversité à la chaine 
α du TCR(306). Dans d’autres études, en plus de la chaine β fixée, un mini locus de la chaine 
α du TCR a été introduit diminuant encore davantage cette diversité(307, 308). L’analyse des 
réarrangements du gène codant pour la chaine α du TCR, des Tregs et des Tconvs dans ces 
trois différents systèmes transgéniques ont permis de conclure que le répertoire des Tregs est 
aussi diverse que celui des Tconvs et majoritairement façonné dans le thymus. Ces études 
rapportent également que le répertoire des Tregs et des Tconvs sont distincts, bien qu’un léger 
chevauchement soit détecté entre ces répertoires dans ces systèmes transgéniques, avec un 
chevauchement plus étendu dans les études utilisant le système transgénique TCRβ/mini locus 
TCRα. Dans l’étude du groupe de Rudensky, les auteurs ont transduit la chaine α de TCR 
issus de Tregs ou de Tconvs dans des LTs CD4+CD25- TCRβ transgéniques. Dans ces 
expériences, les Tconvs exprimant un TCR dérivé de Tregs prolifèrent plus lors de leur 
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transfert dans une souris syngénique lymphopénique que leur homologue exprimant un TCR 
dérivé de Tconvs. De plus, les cellules portant un TCR dérivé de Tregs induisent chez la 
souris l’apparition de « wasting diseases », confirmant que les Tregs expriment des TCR 
spécifiques pour des antigènes du soi(306).  
Il apparait donc que le répertoire des Tregs soit enrichi en cellules possédant un TCR 
spécifique pour des antigènes du soi. Cette particularité peut être expliquée par les différences 
des répertoires entre les Tregs et les Tconvs, bien que certaines études suggèrent un certain 
niveau de chevauchement entre ces répertoires(307, 308). La génération d’un répertoire 
enrichi en cellules auto-spécifiques est due à des mécanismes de sélections, pendant le 
développement thymique, différents de ceux des Tconvs. 
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Durant le développement thymique, les étapes de sélection positive et de sélection 
négative nécessitent la reconnaissance par les thymocytes de complexes CMH/peptide du soi 
présentés par les TECs. Une première évidence de l’implication de ces cellules dans le 
développement des Tregs a été apportée par le groupe de Caton qui a étudié le développement 
des Tregs dans des souris doubles transgéniques TCR/ligand. Les auteurs ont croisé des souris 
transgéniques exprimant un TCR de haute affinité pour le peptide de l’hémagglutinine (HA) 
présenté par les molécules I-Ed, avec des souris transgéniques exprimant la protéine HA. Dans 
le thymus de ces souris doubles transgéniques, la proportion et le nombre de Tregs 
augmentent. Les auteurs ont ensuite généré des chimères hématopoïétiques où seules les 
TECs sont capables d’exprimer HA, les auteurs ont également observé une augmentation de 
Tregs dans le thymus de ces souris. Dans des chimères inverses, où les DCs expriment le 
peptides HA, aucune augmentation est alors remarquée(309). Ces résultats montrent que la 
reconnaissance d’un ligand agoniste exprimé par les TECs favorise la sélection positive des 
Tregs dans le thymus. Différentes expériences similaires utilisant d’autres systèmes doubles 
transgéniques TCR/ligand ont été conduites et confirment les résultats obtenus par le groupe 
de Caton(53, 310-315). 
Comme vu précédemment l’utilisation de souris TCR transgéniques peut contribuer à 
biaiser le développement T dans le thymus, il était donc important d’étendre ces premières 
observations à un système dans lequel les Tregs se développement à partir de précurseurs 
avec un répertoire TCR naturellement divers. Cette étude a été réalisée par le groupe de van 
Meerwijk qui a analysé des chimères hématopoïétiques dans lesquelles la présentation de  
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SuperAntigènes est restreinte aux TECs. Dans ces chimères la proportion de Tregs 
spécifiques de SuperAntigène augmente comparée à celle observée dans les chimères 
contrôles ne les exprimant pas(316). Ces données confirment donc que l’expression d’un 
ligand agoniste par les TECs est impliquée dans le développement des Tregs (Figure 13). 
Dans le thymus, les TECs se distinguent en deux populations possédant des 
localisations et des fonctions différentes. Les cTECs localisées dans le cortex sont impliquées 
dans la sélection positive des Tconvs spécifiques du CMH du soi. D’un autre côté, dans la 
médulla, les mTECs, ainsi que les DCs induisent la sélection négative des Tconvs auto-
spécifiques. Etant donné les différentes fonctions des CPAs dans le développement des 
Tconvs, il était important de déterminer la contribution de ces cellules dans le développement 
des Tregs.  
7 
((
Le rôle des cTECs dans le développement des Tregs dans le thymus a été initialement 
analysé dans des souris transgéniques exprimant les molécules de CMH-II uniquement sur les 
cTECs. Dans ces souris, les Tregs se développent normalement, bien qu’une légère 
diminution de leur nombre soit rapportée. Les Tregs isolés de ces souris transgéniques sont 
capables d’inhiber la prolifération de Tconvs in vitro, avec une efficacité comparable aux 
Tregs isolés de souris sauvages(317). Ces résultats démontrent que l’interaction de 
précurseurs avec les molécules de CMH-II exprimées par les cTECs induit le développement 
de Tregs fonctionnels. Afin de connaître le rôle des cTECs dans la confection du répertoire 
des Tregs, le groupe de van Meerwijk a étudié la spécificité des Tregs et des Tconvs qui se 
développent dans le thymus de souris transgéniques exprimant un unique complexe CMH-
II/peptide sur les cTECs. Dans ces souris, le nombre de Tregs spécifiques du complexe CMH-
II/peptide, sélectionnés à partir de précurseurs avec un répertoire TCR diverse, augmente 
comparé aux Tconvs(318). Ces résultats démontrent que les cTECs sont capables de 
sélectionner positivement les Tregs auto-spécifique de manière préférentielle. 
Le groupe de Rudensky a analysé le développement thymique des Tregs dans des 
souris où la migration cortico-médullaire des thymocytes sélectionnés positivement a été 
bloquée soit génétiquement (souris transgénique CCR7-/-), soit par un agent pharmacologique 
(la toxine pertussique)(319). Dans ces expériences, un nombre normal de Tregs se 
développent et s’accumulent dans le cortex. Ces résultats confirment que les cTECs 
participent au développement des Tregs. En conclusion, les cTECs permettent la génération  
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Figure 13 : Développement thymique des lymphocytes T régulateurs Foxp3+ 
L’enrichissement en cellules auto-spécifiques du répertoire des Tregs est une conséquence des 
mécanismes intervenant dans leur développement qui diffèrent de ceux impliqués dans celui 
des Tconvs. Les précurseurs qui possèdent un TCR de haute affinité/avidité pour les 
complexes CMH-II/peptide interagissent avec les TECs, les DCs et se développent en Tregs. 
La signalisation élevée du TCR en association avec les signaux médiés par les cytokines IL-2, 
IL15 et TGF-β, induit l’expression de Foxp3 et permet la génération de Tregs matures. 
Comparés aux Tconvs, les Tregs sont plus résistants aux mécanismes de la sélection négative. 
Néanmoins, une interaction de trop forte affinité/avidité avec les DCs conduit à la délétion 
des Tregs. 
CMH/p : Complexe majeur d’histocompatibilité/peptide ; DC : Cellule dendritique ; DN : 
Thymocyte double négatif ; IL2R/IL15R : Récepteur aux interleukines 2/15 ; Tconv : 
Lymphocyte T conventionnel ; TGF-βR : Récepteur du transforming growth factor-β ; TCR : 
T cell receptor ; TEC : Cellule épithéliale thymique Treg : Lymphocyte T régulateur  
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de Tregs fonctionnels et qu’elles sont, en partie, responsables du façonnage du répertoire 
auto-spécifique des Tregs (Figure 13). 
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Les mTECs possèdent la caractéristique de pouvoir exprimer de façon ectopique des 
antigènes tissulaires dans le thymus. L’expression de ces antigènes est contrôlée par le facteur 
de transcription Aire exprimé par les mTECs. Etant donné que le répertoire des Tregs est 
enrichi en cellules auto-spécifiques et qu’un ligand agoniste soit nécessaire au développement 
des Tregs, il est logique de penser que les mTECs et Aire ont un rôle dans la sélection 
positive des Tregs. 
Le rôle des mTECs dans le développement des Tregs a été évalué par le groupe de 
Klein qui a également utilisé un système TCR/ligand agoniste, mais dans cette étude, 
l’antigène est sous le contrôle du promoteur Aire, assurant son expression par les mTECs 
(315). L’expression d’un ligand agoniste par ces cellules induit une augmentation du nombre 
de Tregs dans le thymus uniquement due à l’expression du néo-antigène du soi par les mTECs 
et non pas via un transfert de cet antigène aux DCs(315). Ce résultat montre que les 
précurseurs Tregs sont sélectionnés positivement lors de leur interaction avec un ligand 
agoniste exprimé par les mTEC. 
Le rôle de Aire dans le développement des Tregs reste aujourd’hui controversé. Il a 
été montré que le développement des Tregs chez une souris Aire déficiente est similaire à 
celui d’une souris sauvage. De plus, les Tregs issus de souris Aire-/- sont capables d’inhiber, 
in vitro et in vivo, l’activation de Tconvs aussi efficacement que des Tregs issus de souris 
sauvages. Cependant une étude récente du groupe de Savage montre que le développement de 
Tregs portant un TCR transgénique spécifique d’un antigène non identifié de la prostate était 
dépendant de l’expression de Aire par les mTECs(320). 
Ces différents résultats montrent que les mTECs sont impliqués dans la sélection 
positive des précurseurs Tregs exprimant un TCR de haute affinité pour les antigènes du soi 
présentés par les mTECs (Figure 13). Cependant le rôle du facteur de transcription Aire dans 
le développement de ces cellules reste encore à éclaircir et nécessite de plus amples 
investigations. L’absence de Aire pourrait conduire à des manques dans le répertoire des 
Tregs en développement, contribuant aux développements de maladies auto-immunes. 
Néanmoins le groupe d’Ignatowitch a suggéré que cette hypothèse était peu probable. Les 
auteurs ont montré que le répertoire des Tregs issus d’une souris Aire-/- était divers et que les 
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répertoires des Tregs issus de souris sauvages et de souris Aire-/- ont un niveau de 
chevauchement important de l’ordre de 70%. 
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Les DCs thymiques sont une population hétérogène constituée de DCs 
conventionnelles résidentes ou immigrantes du thymus et de DCs plasmacytoides provenant 
de la périphérie(8). L’implication des DCs dans la sélection négative des Tconvs a été évaluée 
dans des chimères hématopoïétiques dans lesquels les cellules d’origine hématopoïétique 
n’expriment pas les molécules de CMH. Dans ces expériences, les auteurs ont pu monter 
l’implication majeure des DCs dans le mécanisme de délétion clonale. L’analyse du 
développement des Tregs, dans des chimères hématopoïétiques similaires, a montré une 
augmentation du nombre de Tregs, indiquant que les Tregs auto-spécifiques sont également 
sensibles à la délétion médiée par les DCs thymiques(304) (Figure 13).  
 Différentes études ont analysé l’effet de la dose de ligand agoniste présenté par les 
DCs sur la génération de Tregs in vitro et in vivo. Le groupe de Klein, a utilisé un système in 
vitro pour comparer la capacité des différentes CPAs de la médulla thymique dans la 
conversion de CD4+CD8- en Tregs. In vitro, les mTECs induisent la différenciation en Tregs, 
et de façon surprenante, ils ont également montré que les cDCs et pDCs en sont également 
capables. Toutefois, dans cette étude il apparaît que les cDCs sont plus efficace dans 
l’induction de Tregs in vitro. Les cDCs induisent la différenciation en Tregs mais à une 
densité de ligand cent fois inférieur à ce qui est nécessaire aux mTECs et pDCs.(321). Le 
groupe de Unanue a réalisé des expériences similaires de titration in vivo(322). Les auteurs 
ont injecté en i.v à des souris TCR transgéniques des doses différentes d’antigènes et analysé 
la sélection négative et le développement des Tregs dans le thymus de ces souris. Il apparait 
que le taux de ligand présenté à la surface des DCs pour générer des Tregs est 5 fois inférieur 
à celui requis pour leur délétion. Comme dans les études précédentes les auteurs ont pu 
confirmer que les Tregs étaient sensibles à la délétion médiée par les DCs, mais qu’ils sont 
beaucoup plus résistants à la délétion que les Tconvs. 
L’ensemble de ces résultats montre que les DCs thymiques sont impliquées dans le 
développement des Tregs. De façon similaire aux Tconvs, les DCs sont capables de déléter les 
Tregs, mais elles jouent également un rôle dans leur différenciation. Lorsque les DCs 
présentent une faible densité d’antigènes, elles favorisent la différenciation des Tregs, alors 
qu’une forte densité d’antigène induit leur délétion (Figure 13). 
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Les travaux initiés par le groupe de Caton(309) et réitérés par de nombreux groupes 
ont montré que l’expression d’un TCR de haute affinité pour un antigène du soi présenté par 
les CPAs thymiques est cruciale pour la différenciation des Tregs dans le thymus(53, 310-
316). Ces résultats ont posé les bases pour l’établissement d’un modèle instructif du 
développement des Tregs. Ce modèle propose que les précurseurs possédant un TCR de haute 
affinité/avidité pour des complexes CMH/peptide du soi sont dirigés vers le lignage 
régulateur, alors que ceux avec une affinité plus faible sont dirigés vers le lignage 
conventionnel (Figure 14a). D’autres preuves de ce modèle ont été apportées par les analyses 
du répertoire des Tregs et des Tconvs qui ont montré que les répertoires de ces deux 
populations sont distincts avec un léger chevauchement (306-308). De plus, les Tconvs 
génétiquement modifiés pour exprimer un TCR dérivé de Tregs sont plus aptes à proliférer 
dans un hôte lymphopénique, comparés à ceux exprimant un TCR dérivé de Tconvs(306). 
L’ensemble de ces résultats tend à suggérer une différenciation des Tregs dépendante de la 
spécificité de l’interaction entre le TCR et les complexes CMH/peptides du soi exprimés par 
les CPAs thymiques. 
Cependant différentes preuves indépendantes contredisent ce modèle et prônent un 
modèle alternatif, stochastique, indépendant de la spécificité du TCR. L’interaction du TCR 
avec un ligand agoniste permettrait, alors, la sélection positive des précurseurs déjà engagés 
dans le lignage régulateur (Figure 14b). Le groupe de Ignatowicz a réévalué les différences 
entre les répertoires des Tregs et des Tconvs. Dans un système TCRβ transgénique/TCRα 
mini locus, ils ont comparé les séquences des TCRα fréquemment utilisées par les Tregs et les 
Tconvs. L’analyse des séquences montrent que le répertoire des Tregs et des Tconvs 
présentent un chevauchement très important, impliquant que les similarités entre ces 
répertoires n’est possible que dans le cas où la génération des Tregs s’effectue de façon 
indépendante du TCR(323). Le groupe de van Meerwijk et le groupe de Benoist et Mathis ont 
démontré que dans les souris doubles transgéniques TCR/ligand, le nombre absolu de Tregs 
dans les thymus de ces souris augmente que très modestement et très largement en dessous du 
nombre attendu pour un modèle purement instructif. Dans ces souris doubles transgéniques, 
l’augmentation de la proportion des Tregs est causée par la délétion importante des 
Tconvs(310, 324). Le groupe de Hayday, montre in vitro que le choix de lignage entre Treg et 
Tconv s’effectuerait précocement dans le développement thymique et plus particulièrement au 
stade DN2 CD4-CD8-. Ce stade de développement se déroule bien avant que les gènes codant  
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Modifié de Hsieh and Lio, Nature Reviews Immunology, 2012 
 
Figure 14 : Choix de lignage lymphocyte T régulateur vs. conventionnel 
a : Selon le modèle instructif, le choix de lignage Treg vs. Tconv est dépendant de la 
spécificité du TCR pour son ligand (CMH/p). Une forte stimulation du TCR entraine 
l’expression de Foxp3 par les thymocytes et leur développement en Tregs matures. En 
revanche une stimulation trop importante entraine la délétion des thymocytes (non montrée), 
alors qu’une stimulation faible conduit à la génération de Tconvs matures. b : Le modèle 
stochastique suggère que le choix de lignage Treg vs. Tconv soit indépendant de la spécificité 
du TCR et se déroule avant la sélection positive, au stade DN. Les thymocytes pré-engagés 
dans le lignage régulateur vont être sélectionnés lors de leur rencontre avec un ligand agoniste 
conduisant via une stimulation importante du TCR à l’expression de Foxp3. En parallèle, les 
cellules pré-engagées dans le lignage conventionnel qui expriment un TCR auto-spécifique 
sont éliminées par les mécanismes de sélection négative. 
CMH/p : Complexe majeur d’histocompatibilité/peptide ; DN : Double negative cell ; Tconv : 
conventional T cell ; TCR : T cell receptor ; Treg : Regulatory T cell 
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pour les chaines β, puis α ne soient réarrangées, suggérant que le choix vers le lignage Tregs 
s’effectue indépendamment du TCR(323). Enfin le groupe de Shevach a utilisé une souris 
transgénique exprimant un TCR dérivé de Tregs et a analysé le développement thymique des 
Tregs. Les auteurs n’ont détecté qu’un très faible nombre de Tregs se développant dans ces 
souris transgéniques, alors que les Tconvs sont délétés de façon importante montrant que le 
ligand du TCR transgénique est présent(324). L’ensemble de ces résultats montre que le rôle 
du TCR dans le choix de lignage Treg vs. Tconv reste controversé. D’un côté, une interaction 
de forte affinité/avidité du TCR avec un ligand agoniste permettrait l’engagement des 
précurseurs Tregs dans le lignage régulateur, et d’un autre coté cette interaction permettrait la 
sélection positive de précurseurs pré-engagés dans ce lignage.  
Bien que le rôle du TCR dans le choix de lignage reste à élucider, un niveau élevé de 
la signalisation du TCR est clairement impliqué dans le développement des Tregs. En effet, 
une étude récente a étudié la force du signal délivrée par le TCR chez les Tregs. Les auteurs 
ont utilisé la protéine NR4a, codée par le gène Nur77, « taguées » avec la GFP dont 
l’expression est proportionnelle à l’intensité du signal du TCR reçu. En suivant, l’expression 
de la GFP par les Tregs et les Tconvs, les auteurs ont pu observer que les Tregs exprimaient 
cette protéine à un niveau supérieur comparés aux Tconvs, révélant une force de signal du 
TCR plus importante chez les Tregs(325). De plus le groupe de Yoshimura, en utilisant un 
système d’expression inductible, a montré que l’expression constitutive de Nr4a dans des 
précurseurs TCR transgéniques permettait la génération de Tregs, même en absence du ligand 
agoniste(326). Ces résultats prouvent que la signalisation élevée du TCR est nécessaire dans 
le développement des Tregs dans le thymus. Les travaux étudiant la densité de ligand sur la 
génération de Tregs in vitro et in vivo ont montré que les Tregs étaient plus résistants à la 
délétion que les Tconvs. Ces études ont également démontré qu’une densité faible de ligand 
permettait d’induire la génération de Tregs alors qu’une forte densité induisait leur 
délétion(319, 320). Il apparaît donc que les niveaux d’affinité/avidité du TCR pour les 
antigènes du soi induisant la sélection négative ou la génération de Tregs se chevauchent, 
avec un niveau plus faible pour la génération de Tregs. Cette conclusion est confortée par le 
« shift »remarqué de la sélection négative des Tconvs vers l’induction de Tregs dans un 
système expérimental de « knock down » de CIITA induisant une diminution de l’expression 
des molécules de CMH-II à la surface des mTECs(327). 
L’engagement du TCR entraine l’activation d’une grande variété de molécules et de 
facteurs de transcription, incluant la voie AKT/mTOR, la voie NFAT et la voie NF-κB et AP1. 
Concernant NFAT et AP1, il est connu que ces deux facteurs de transcription se fixent sur le  
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Figure 15 : Régulation transcriptionelle de Foxp3 
L’expression de Foxp3 est régulée par différentes voies de signalisation qui induisent la 
fixation de facteurs de transcription sur le promoteur et sur les régions régulatrices CNS du 
gène foxp3. La signalisation du TCR/CD28 joue un rôle essentiel dans l’induction de 
l’expression de Foxp3. Différents facteurs de transcription notamment c-REL, en aval de cette 
signalisation vont se fixer sur le promoteur et sur les séquences régulatrices permettant 
d’induire et de maintenir l’expression de Foxp3. Le récepteur à l’IL-2 contribue également à 
la régulation de l’expression de Foxp3. L’activation de la voie JAK3/STAT5 va permettre la 
fixation de STAT5 sur le promoteur et sur la région CNS2 du gène foxp3. La région CNS1 est 
impliquée dans l’expression de Foxp3 lors de l’induction périphérique des Tregs médiée par 
le TGF-β, via la fixation du facteur de transcription Smad2/3. Différentes études ont démontré 
la participation du TGF-β dans le développement thymique des Tregs. Etant donné que la 
région régulatrice CNS1 n’est pas nécessaire à l’expression de Foxp3 pendant le 
développement thymique des Tregs, le TGF-β contribuerait indirectement à l’expression de 
Foxp3 en induisant l’expression de facteurs impliqués dans la transcription du gène foxp3 
(e.g : Runx).  
CMH/p : Complexe majeur d’histocompatibilité/ peptide ; CNS : Conserved non coding 
sequence ; TCR : T cell receptror ; TGF-β : Transforming growth factor-β ; Treg : 
Lymphocyte T régulateur 
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promoteur de Foxp3 et permettent son expression suite à l’activation du TCR(330). 
Concernant la voie AKT/mTOR, différents groupes ont montré que l’activation de cette voie 
inhibe la différenciation des Tregs(331-333), en inactivant les facteurs de transcriptions 
Foxo1 et Foxo3 qui se lient sur le promoteur et sur la séquence régulatrice non codante CNS2 
du gène codant pour Foxp3 et permettent d’induire et de maintenir son expression(334-336). 
Ces observations conflictuelles sur l’activation du TCR et l’induction de l’expression de 
Foxp3 nécessitent plusieurs investigations qui pourraient éclaircir les mécanismes de 
régulation de la voie AKT/mTOR dans le développement des Tregs. En plus de la liaison de 
Foxo1 et Foxo3 sur la séquence CNS2, l’activation du TCR induit également la fixation sur 
cette séquence de l’hétérodimère CREB-ATF1 qui renforce l’expression de Foxp3(337). 
Enfin, le groupe Sakaguchi a montré que l’activation du TCR induit, chez les Tregs, des 
modifications épigénétiques dont la déméthylation de l’ADN dans la région CNS2 du gène 
foxp3 qui sont nécessaires aux développement thymique des Tregs et à leur homéostasie en 
périphérie(338). 
Parmi, les multiples voies de signalisation en aval du TCR, la voie NF-κB apparaît 
être la voie la plus impliquée dans la différenciation des Tregs(339). Cette hypothèse a été une 
première fois testée par l’analyse de différentes souris possédant chacune des mutations dans 
des gènes codant pour acteurs de la cascade signalétique, comme les protéines PKCθ(340), 
CARMA1(341), BCL-10(342), TAK1(343, 344) et IKKβ(345). Ces souris présentent une 
réduction importante du nombre de Tregs matures dans le thymus. De plus, l’activation forcée 
de NF-κB via l’expression constitutive de la forme active de IKKβ est suffisante pour le 
« bypass » de l’activation du TCR et résulte dans le développement de Tregs dans des souris 
Rag-/- TCR transgénique. Parmi les facteurs de transcription, de la famille de NF-κB, c-REL 
est le plus important pour induire l’expression de Foxp3. En effet, il a été rapporté que c-REL 
se lie au promoteur et à la séquence CNS3 de Foxp3 et permet d’induire son expression et 
donc la différenciation des Tregs(293, 346, 347) (Figure 15).  
En conclusion, le rôle du TCR, dans le choix de lignage Treg vs. Tconv, reste difficile 
à déterminer. Une interaction de haute affinité/avidité entre un TCR et son ligand agoniste 
pourrait permettre d’instruire le choix des précurseurs vers le lignage Treg ou permettre la 
sélection de précurseurs pré-engagés dans le lignage régulateur. Néanmoins, ces deux 
possibilités nécessitent, l’une comme l’autre, une forte signalisation du TCR, permettant 
l’induction de Foxp3. Il apparaît, également, de ces résultats que d’autres facteurs sont 
impliqués dans le développement des Tregs. 
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L’étude de souris déficientes pour la molécule de co-stimulation CD28, a montré une 
diminution de près de 70% de la proportion de Tregs dans le thymus de ces souris, 
démontrant le rôle de cette molécule dans le développement thymique des Tregs(311). Les 
mêmes résultats sont obtenus dans des souris déficientes pour les molécules CD80/86, ligands 
de CD28(348). De plus, l’étude du groupe de Singer a montré que la queue cytosolique du 
CD28 se liait avec la protéine tyrosine kinase p56LCK qui est nécessaire pour le 
développement des Tregs et à l’induction de Foxp3 in vitro(311). De plus, la liaison entre le 
domaine cytosolique du CD28 avec la p56LCK permettrait également de stabiliser l’ARNm 
de Foxp3(349). Récemment, le groupe de Malissen a analysé les conséquences de 
l’application d’un agent mutagène sur les souris C57Bl/6. Les auteurs ont ainsi pu détecter 
une mutation, appelée “basilique” sur le gène Rltpr. Les auteurs ont pu identifier cette 
protéine comme étant associée à la voie de signalisation en aval du CD28. Les souris 
présentant cette mutation ont un défaut dans le développement des Tregs, causé par une 
diminution du recrutement au niveau de la synapse immunologique de CARMA1 et de la 
PKCθ, dont leur activation par le TCR induit l’expression de Foxp3(350). Cette étude 
confirme donc le rôle de CD28 dans le développement des Tregs et montre que CD28 
contribue dans la force du signal du TCR requise pour l’induction de l’expression de Foxp3 
(Figures 14 & 15). 
De façon intéressante, d’autres molécules de co-stimulation pourraient, également, 
être impliquées dans le développement des Tregs. Le groupe de Flavell suggère que la 
molécule CD40 qui se lie à CD154 exprimé par les LTs serait impliqué dans le 
développement thymique des Tregs(351). De même le groupe de Silva-Santos a impliqué la 
voie de signalisation en aval du CD27 se liant à CD70 dans le développement thymique des 
Tregs(352).  
D’autres molécules de surfaces réguleraient, également, la génération de Tregs dans le 
thymus, comme la molécule d’adhérence LFA1 qui favoriserait le développement thymique 
des Tregs(353), de même que les différents récepteurs de la famille du TNFR (OX40, GITR 
et TNFR2) qui contribuent aux développement des Tregs(354). La phosphatase CD5 en 
diminuant la signalisation du TCR, inhiberait le développement de ces cellules(355). 
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Les travaux qui ont conduit à la mise en évidence des Tregs, ont pu dans un 1er temps 
identifier la molécule CD25 (IL-2Rα), comme un marqueur des Tregs. Etant donné la forte 
expression de CD25 par les Tregs, il était logique d’impliquer un rôle de cette cytokine dans 
leur développement. Une première évidence du rôle de IL-2 a été apporté par l’observation 
d’une diminution de la proportion de cellule CD25+ dans le thymus des souris IL-2 
déficientes(356). Le groupe de Rudensky, dans des souris IL-2-/- ou CD25-/-, a rapporté une 
diminution de la proportion de cellule exprimant le facteur de transcription Foxp3 dans le 
thymus(357). Ces résultats démontrent l’implication de l’IL-2 dans le développement des 
Tregs dans le thymus. 
L’IL-2R est également composé d’une chaine β ou CD122. Cette chaine β est 
également partagée avec le récepteur de l’IL-15. Alors que dans les souris transgéniques 
déficientes pour IL-2 ou pour CD25, la proportion de Tregs dans le thymus est diminuée de 
moitié, les souris déficientes pour CD122, la proportion de Tregs thymique est plus 
sévèrement affectée, suggérant un rôle de l’IL-15 dans le développement des Tregs(358). En 
effet, chez les souris IL-15-/-, la proportion de Tregs dans le thymus de ces souris diminue. De 
plus, les souris double KO IL-2-/-, IL15-/- ont un nombre de Tregs, encore plus drastiquement 
réduit dans le thymus(358). Collectivement, ces résultats impliquent un rôle redondant de ces 
deux cytokines dans le développement des Tregs dans le thymus (Figure 14)  
Un mécanisme de l’implication de ces cytokines dans le développement des Tregs a 
été apporté par le groupe de Hsieh. Les auteurs ont montré que dans le thymus la population 
CD4+CD25+Foxp3- dont l’apparition précède la population de Tregs(55), était enrichie en 
précurseurs des Tregs(359). Les auteurs ont remarqué qu’après un transfert intra-thymique, 
cette population donne lieu à un développement de Tregs. De façon intéressante, ils ont 
également observé un développement des Tregs, lors d’un transfert de ces cellules dans une 
souris receveuse déficiente pour les molécules de CMH-II. Le développement des Tregs 
pourrait être divisé en deux étapes, l’une dépendante du TCR qui précède une deuxième étape 
indépendante(359). Etant donné le rôle des cytokines IL-2 et IL-15 dans le développement des 
Tregs(357, 358), leur implication dans la seconde étape a été suggérée. En effet, des 
thymocytes CD4+CD25+Foxp3-, cultivés in vitro, en présence d’IL-2 et dans une moindre 
mesure en présence d’IL-15, expriment rapidement Foxp3, via l’activation de STAT5 et de sa 
liaison sur le promoteur et sur la région CNS2 du gène codant pour Foxp3(358, 359). En 
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accord avec ces données in vitro, le groupe de Farrar a montré que l’expression de la forme 
hyper-active de STAT5 permettait d’augmenter la fréquence de Tregs dans le thymus des 
souris et de biaiser le répertoire des Tregs en incluant des TCR normalement exprimés par des 
Tconvs(360). Ces résultats suggèrent un rôle de l’IL-2 et de l’IL-15 dans la régulation du 
développement thymique des Tregs en permettant aux précurseurs Tregs CD4+CD25+Foxp3- 
d’exprimer Foxp3 (Figure 15). 
Un second mécanisme a également été proposé par le groupe de Singer. Dans cette 
étude, les auteurs ont observé que les Tregs exprimant Foxp3 avaient une survie diminuée par 
rapport à des Tregs exprimant un allèle mutant de Foxp3 non fonctionnel. L’expression de 
Foxp3 induirait l’expression de PUMA et la phosphorylation de BIM qui sont toutes deux des 
protéines pro-apoptotiques et inhiberait l’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2. 
Les auteurs ont mis en évidence in vivo que l’IL-2 en stimulant son récepteur permettait 
d’activer STAT5 qui rétablirait l’expression de Bcl-2 dans les Tregs. Il apparaît que l’Il-2 
jouerait un rôle dans le développement des Tregs en sauvant ces cellules de l’apoptose médiée 
par le facteur de transcription Foxp3 qu’ils expriment(361). 
7 
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Il est connu que le TGF-β permet la conversion périphérique des Tconvs en Tregs. Le 
groupe de Rudensky a étudié le développement des Tregs dans le thymus de souris déficientes 
pour le TGF-β. Ces souris possèdent un nombre comparable de Tregs comparées à des souris 
sauvages(362). De même, l’expression d’un dominant négatif pour le récepteur au TGF-β, ou 
sa délétion spécifique dans le compartiment CD4 n’influe que modérément sur le 
développement thymique des Tregs(363, 364). A première vue, il apparaît que le TGF-β ne 
soit pas impliqué dans le développement des Tregs. 
Cependant, dans un système de KO conditionnel où le récepteur au TGF-β est 
spécifiquement délété dans les LTs, il apparait une réduction importante du nombre de Tregs 
dans le thymus de souriceaux nouveaux nés, alors que chez l’adulte cette réduction n’est pas 
observée due à une compensation par l’expansion des Tregs en réponse à l’IL-2(365). Au vu 
de cette réduction, il est possible d’imaginer que le répertoire des Tregs qui se développent 
dans ces souris déficientes pour le récepteur du TGF-β soit moins divers que celui retrouvé 
dans une souris sauvage, mais cette hypothèse reste à être vérifiée.  
Dans un premier temps, il a été suggéré un rôle du TGF- β dans la survie des Tregs 
dans le thymus(366), mais une étude récente du groupe de Chen démontre également un rôle 
de cette cytokine dans la génération des Tregs(367). Les auteurs ont transféré de façon intra-
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thymique une population de cellules CD4+CD25- exprimant un TCR transgénique dans une 
souris receveuse exprimant l’antigène spécifique du TCR. Alors que les cellules injectées 
peuvent se développer normalement en Tregs, le traitement des souris receveuses avec un 
anticorps anti-TGF-β affecte fortement le développement des Tregs. Les auteurs ont 
élégamment démontré que l’apoptose des thymocytes conventionnels auto-spécifiques 
permettait aux DCs, macrophages et aux TECs de produire du TGF-β qui induirait la 
génération de Tregs. L’induction d’apoptose dans le thymus entraine une augmentation du 
nombre Tregs via une production plus importante de TGF-β, alors qu’une inhibition de 
l’apoptose à l’effet inverse sur la production de TGF-β et sur le développement des 
Tregs(367) (Figure 14). 
La génération périphérique des Tregs via la signalisation du TGF-β, implique 
l’activation des facteurs de transcription Smad2/3 en aval du récepteur au TGF-β, qui vont se 
lier à la séquence régulatrice non codante de foxp3 : CNS1(293). Le groupe de Rudensky a 
montré que la délétion de CNS1 et de CNS2 n’entraine pas de défaut dans le développement 
des Tregs. La région CNS1 est impliquée dans la génération périphérique des Tregs alors que 
la région CNS2 permet le maintien de l’expression de Foxp3(293). Ce résultat suggère donc 
que Smad2/3 ne sont pas impliqués directement dans l’expression de Foxp3, mais il n’est pas 
exclu un rôle indirect du TGF-β : les protéines Runx1/3, connues pour induire l’expression de 
Foxp3, sont des cibles de la signalisation en aval du récepteur au TGF-β(368) (Figure 15). 
 
En conclusion, les nombreuses études sur le répertoire, sur les mécanismes qui sont 
mis en jeu dans l’expression de Foxp3, ainsi que les partenaires du stroma thymique (cTEC, 
mTEC et DCs) requis dans la sélection des Tregs, ont permis une meilleure compréhension du 
développement des Tregs dans le thymus. Néanmoins, les mécanismes sous-jacents qui 
contrôlent le choix de lignage régulateur ou conventionnel d’un précurseur, restent à être 
déterminés. 
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Les modèles murins doubles transgéniques TCR/ligand montrent qu’une interaction 
forte entre le TCR et un ligand agoniste est une condition indispensable au développement 
des Tregs(53, 309, 311-315). Ces études ont révélé néanmoins, que l’augmentation du 
nombre absolu de Tregs reste très modeste (l’augmentation de leur proportion est causée par 
une sélection négative importante des Tconvs)(310, 324). Ces données montrent que le 
nombre de Tregs en développement est finement régulé. Le groupe de van Meerwijk a montré 
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que la proportion de Tregs thymiques différait selon le fond génétique des souris. De façon 
intéressante, la proportion de Tregs dans le thymus d’une souris NOD qui développe un 
diabète auto-immun de type 1 est plus importante que celle de la souris C57Bl/6 
résistante(Annexe1)(369-371). L’ensemble de ces observations suggère que la taille du 
compartiment des Tregs est contrôlée génétiquement et l’identification des gènes responsables 
de ces différences dans les thymi des différentes souches de souris, pourrait permettre de 
découvrir le(s) mécanisme(s) régulant le choix entre le lignage régulateur ou conventionnel.  
En 2009, deux groupes ont suggéré un mécanisme expliquant le contrôle du nombre 
de Tregs qui se développent dans le thymus. En utilisant des chimères hématopoïétiques 
mixtes dans lesquelles, un nombre très limité de précurseurs TCR transgéniques peuvent se 
développer, les auteurs ont observé une augmentation de la proportion de Tregs. Dans ces 
modèles, où chaque thymocyte exprime le même TCR, le nombre de Tregs est limité par une 
compétition intra-clonale pour l’accès au ligand permettant leur différenciation, suggérant la 
présence de niche régulant le nombre de Tregs qui se développent au sein du thymus(372, 
373). Néanmoins, ces études utilisant un système TCR transgénique, ne reflètent pas la réalité 
d’un répertoire divers de précurseurs en développement. Des expériences similaires, réalisées 
par le groupe de van Meerwijk, utilisant des précurseurs possédant un répertoire divers de 
TCR, contredit l’effet limitant des niches thymiques dans le développement des Tregs, 
suggérant que d’autres mécanismes soient impliqués dans ce contrôle(286).  
Dans cette dernière étude, les auteurs ont utilisé un modèle de souris transgénique où 
la GFP est sous le contrôle du promoteur Rag2. Les auteurs ont démontré que les Tregs GFP+, 
en développement, demeuraient un jour de plus dans le thymus que les Tconvs. Ces même 
auteurs, ainsi que d’autres groupes qui ont utilisé le modèle murin Rag2-GFP ont mis en 
évidence une proportion substantielle de cellules GFP- parmi les Treg (91, 286, 287). Alors 
qu’il apparaît clairement que les Treg GFP+ correspondent aux Tregs en développement, 
l’origine des Tregs GFP- reste à être déterminée : ces cellules sont-elles des cellules résidentes 
du thymus ou recirculantes provenant de la périphérie ? La forte proportion de ces Treg GFP- 
pose la question de leur rôle dans le développement thymique des Tregs et des Tconvs. 
?9 &! '! &&%&
9 5!!&'&&%& #%#%
La capacité des Tregs à inhiber les réponses immunitaires dépend du maintien d’un 
nombre stable de Tregs en périphérie. Malgré un état d’anergie décrit in vitro, une forte 
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capacité de prolifération in vivo des Tregs a été mise en évidence. Il a été montré par 
l’incorporation de BrdU que la prolifération des Tregs est supérieure à celle des Tconvs (374). 
50% de la population des Tregs ont subi des étapes de division dans un laps de temps de dix 
jours (375). Cette forte capacité proliférative de ces cellules permet un rapide turn-over des 
Tregs qui disparaissent par apoptose, maintenant un nombre stable de Tregs dans la 
périphérie(375). Il apparaît que le contrôle de l’homéostasie des Tregs en périphérie implique 
différents facteurs. 
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Etant donné l’expression de CD25 par les Tregs, il a été suggéré un rôle de l’IL-2 dans 
l’homéostasie des Tregs en périphérie. L’absence de l’IL-2 ou de différentes sous unités 
composant l’IL-2R entrainent le développement de maladies auto-immunes et inflammatoires 
importantes, associées à un défaut des Tregs(313, 357). En effet, le développement de ces 
pathologies, chez les animaux IL-2Rα-/- ou IL-2Rβ-/-, peut être prévenu par l’injection de 
Tregs périphériques issus d’une souris sauvage(376). De même, le groupe de Malek a montré 
que l’expression dans une souris IL-2Rβ-/-, du transgène IL-2Rβ auquel manque les résidus 
tyrosines importants pour l’association avec l’adaptateur Shc permettant une signalisation 
optimal via STAT5, est tout de même capable d’initier le développement et le maintien 
périphérique des Tregs(377). Différentes études ont montré également que l’injection d’IL-2 
ou du complexe immun IL-2/Ac anti-IL-2 dans une souris permettrait la prolifération et la 
survie des Tregs en périphérie, en favorisant l’expression des protéines anti-apoptotique McL-
1 et Bcl-2(361, 375, 378, 379). 
La liaison de l’IL-2 sur son récepteur permet d’augmenter l’expression de CD25 et 
d’amplifier les capacités immuno-suppressives des Tregs en maintenant un niveau 
d’expression élevé de Foxp3(357, 380). Suite à l’injection d’un anticorps neutralisant anti-IL-
2, le nombre de Tregs décroit, ainsi que le niveau d’expression de Foxp3(374, 381). De même 
de récents travaux in vitro et in vivo indiquent que la conversion périphérique de Tregs induit 
par le TGF-β dépendrait fortement de l’IL-2 pour leur génération, leur survie et la stabilité de 
l’expression de Foxp3(382, 383). Ces résultats montrent donc le rôle clé de l’IL-2 dans 
l’homéostasie et la survie des Tregs en périphérie. 
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Figure 16 : Activation et polarisation des lymphocytes T régulateurs dans la périphérie 
Dans la périphérie, les Tregs naïfs CD44lowCD103- circulent dans l’organisme au travers des 
organes lymphoïdes secondaires via l’expression du récepteur aux chimiokines CCR7 et de la 
molécule CD62L. La rencontre des Tregs naïfs avec un antigène induit leur activation et leur 
prolifération. Les Tregs activés expriment les facteurs de transcription IRF4 et Blimp-1 qui 
permettent leur différenciation en Tregs effecteurs CD62LowCD44highCCR7lowICOS+CD103+. 
Des stimuli encore indéterminés conduisent à la polarisation des Tregs effecteurs par 
l’expression de facteurs de transcription qui induisent l’expression de récepteurs aux 
chimiokines permettant le recrutement des Tregs polarisés dans les sites inflammatoires. Les 
Tregs polarisés reflètent le phénotype des Tconvs effecteurs pour adapter leur capacité 
suppressive aux réponses immunes qu’ils contrôlent. La polarisation des Tregs « TH1-like » 
est dépendante de l’IL-27 et de l’IFN-γ et l’inhibition des réponses Th17 par les Tregs 
nécessite l’activation de STAT-3 par l’IL-10. 
BCL-6 : B cell lymphoma 6 ; Blimp-1 : B lymphocyte-induced maturation protein-1 ; CCR : 
CC recepteur aux chimiokines ; CD62L : L-selectin ; ICOS : Inducible T cell co-stimulator ; 
IFN-γ : Interferon- γ ; IRF4 : Interferon regulatory factor 4 ; ROR : RAR-related orphan 
receptor ; Tconv : Lymphocyte T conventionnel ; TCR : T cell receptor ; Tfh : Lymphocyte T 
helper folliculaire ; TGF-β : Transforming growth factor-β ; Th : Lymphocyte T helper ; 
Treg : regulatory T cell 
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Alors qu’il est avéré que le TGF-β est impliqué dans la conversion périphérique des 
Tconvs en Tregs, le TGF-β semble également jouer un rôle important dans l’homéostasie des 
Tregs en périphérie. En effet, il a été suggéré par l’utilisation de souris déficientes pour cette 
cytokine ou pour son récepteur, que le TGF-β permettrait d’induire la prolifération des Tregs, 
de maintenir l’expression de Foxp3 et les capacités immuno-suppressives des Tregs en 
périphérie(362, 364, 384).  
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En 2002, les équipes de Rudensky et de Singer, ont évalué le rôle du TCR dans le 
maintien de l’homéostasie des Tregs en périphérie en transférant des Tregs purifiés dans une 
souris receveuse déficiente pour les molécules de CMH-II. Dans ces deux études, les auteurs 
ont montré, que les Tregs injectés étaient incapables de proliférer dans la souris receveuse 
CMH-II-/-(385, 386). Le groupe de Koni a utilisé un système de KO conditionnel, permettant 
de restreindre l’expression du CMH-II, aux TECs dans le thymus. Dans ce système, les DCs 
n’expriment pas le CMH-II ni dans le thymus, ni en périphérie. Les auteurs ont observé une 
diminution du nombre de cellules CD4+CD25+ dans la périphérie de ces souris(387). De 
même, l’équipe de Caton a transféré des Tregs TCR transgéniques dans des souris receveuses 
exprimant ou pas l’antigène spécifique du TCR. Les auteurs ont mis en évidence que les 
Tregs injectés ne proliféraient qu’en présence de l’antigène(388). Cette étude a été confirmée 
par le groupe de Salomon, qui dans un système similaire où l’antigène HA est exprimé au 
niveau du pancréas, montre que les Tregs dont le TCR est spécifique pour cet antigène se 
multiplient au niveau des ganglions drainants le pancréas(389). L’ensemble de ces résultats 
montre que l’interaction du TCR avec son ligand est impliquée dans l’homéostasie des Tregs 
en périphérie. 
 Le rôle de la molécule du CD28 dans l’homéostasie des Tregs a également été 
démontré par l’équipe de Hunig. En effet, la perte de l’expression de la molécule de co-
stimulation CD28 par les Tregs entraine une diminution de leur nombre en périphérie(390) 
(Figure 16). 
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Le maintien des Tregs en périphérie a notamment été évalué par le groupe de Salomon, 
qui a injecté une population homogène et polyclonale de Tregs dans une souris immuno-
compétente. Dans cette étude, les auteurs ont pu détecter la présence des Tregs injectés 
jusqu’à 70 jours après le transfert. La grande majorité de ces cellules ont subi de nombreux 
cycles de prolifération, et possèdent un phénotype de cellules activées 
CD62LlowCD44highCD69high. La deuxième population minoritaire est constituée de cellules 
quiescentes n’ayant pas ou peu proliféré possédant un phénotype naïf CD62LhighCD44-CD69-. 
Les auteurs montrent que la population de Tregs activés correspond à la fraction auto-
spécifique des Tregs injectés, qui seraient stimulés de façon constitutive par des antigènes du 
soi(389). La population de Tregs, en périphérie, apparaît donc comme hétérogène, constituée 
de cellules naïves exprimant CCR7 et CD62L, qui circulent dans l’organisme au travers des 
nœuds lymphatiques(389, 391, 392) et une population de Tregs effecteurs possédant un 
phénotype activé : CCR7lowCD62LlowCD44highCD103+ICOS+ (389, 392-396). Il apparaît que 
l’association des facteurs de transcription IRF4 (« Interferon regulatory factor 4 ») et Blimp-1 
(« B lymphocyte-induced maturation protein-1 ») vont permettre la différenciation des Tregs 
naïfs en cellules effectrices et l’acquisition de fonctions immuno-suppressives. Le groupe de 
Nutt & Kalies a pu ainsi démontrer que les Tregs IRF4-/- sont incapables de diminuer 
l’expression de CD62L et d’augmenter l’expression de CTLA-4, de CD103 et de Blimp-
1(397). Ce dernier est connu pour réguler positivement l’expression de ICOS et de l’IL-
10(397, 398). Suite à leur différenciation, différents mécanismes génétiques et épigénétiques 
vont réguler les fonctions effectrices et stabiliser les Tregs effecteurs en périphérie(303, 399-
405) (Figure 16).  
La notion de spécialisation des Tregs adaptant leurs réponses immuno-suppressives à 
un contexte inflammatoire particulier est basée sur différentes études sur les facteurs de 
transcription connus pour être exprimés par les différents lignages de LTs « helper » mais 
également par les Tregs effecteurs. Les facteurs de transcription T-bet, GATA-3, STAT3, et 
BCL6 ont des rôles essentiels dans les différenciations des LTs, respectivement, en Th1, Th2, 
Th17 et Tfh. Ces facteurs de transcription sont également exprimés par les Tregs. Plusieurs 
groupes ont clairement mis en évidence, que la délétion conditionnelle de ces facteurs de 
transcription dans les Tregs Foxp3+, affecte la capacité des Tregs à inhiber les réponses 
immunes déclenchées par les LTs « helper » correspondants(406-411) (Figure 16). Bien que 
ces facteurs de transcription, exprimés par les Tregs, induisent leur spécialisation dans la 
régulation des différentes réponses immunes, les molécules qui interviennent dans la 
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spécialisation des fonctions effectrices des Tregs restent encore largement inconnues. Une 
réponse a été apportée par le groupe de Kuchro qui a mis en évidence que la molécule 
immuno-suppressive TIGIT était exprimée par les Tregs activés de type Th1 et Th17(412). 
Dans cette étude les auteurs montrent que la présence de TIGIT à la surface des Tregs leur 
confie la capacité de réguler in vitro et in vivo les réponses de type Th1 et Th17, mais pas Th2 
via la sécrétion par les Tregs de la molécule immuno-suppressive Fgl2 (« fibrinogen-like 
protein »)(412). 
Cette spécificité d’action médiée par ces différents facteurs de transcription est en 
partie, causée par une migration contrôlée des Tregs dans l’organisme. En effet, les Tregs 
déficients pour le facteur de transcription T-bet ne parviennent pas exprimer le récepteur aux 
chimiokines CXCR3, empêchant ainsi leur recrutement dans les sites inflammatoires initiés 
par une réponse de type Th1(409). De façon similaire, l’expression par les Tregs de CXCR5, 
CCR6, leur permet de migrer, respectivement, dans les centres germinatifs contrôlant les 
réponses Tfh(413), ou dans les sites inflammatoires contrôlant les réponses Th17(414). 
L’expression de CCR8 permet aux Tregs de contrôler les réponses de type Th2 via leur 
localisation dans les sites inflammatoires(415) (Figure 16).  
  Les Tregs expriment également différents récepteurs aux chimiokines permettant leur 
migration dans des endroits stratégiques de l’organisme(416). Par exemple, l’expression de 
CCR9 par les Tregs permet leur migration dans l’intestin(417). De plus, les Tregs infiltrant 
les tumeurs sont connus pour exprimer le récepteur aux chimiokines CXCR4(418). Une étude 
a également montré que CXCR4 permet aux Tregs de migrer dans la moelle osseuse où ils 
constitueraient un réservoir important de Tregs effecteurs pour l’organisme. Enfin, il a été 
suggéré que l’expression de CXCR6 conjuguée à celles de CCR1 et CCR2 permettrait la 
localisation dans les tissus adipeux, de Tregs exprimant le facteur de transcription PPARγ, et 
serait liée à la régulation du métabolisme lipidique(419, 420).  
Il apparaît donc qu’en périphérie, les Tregs sont une population hétérogène, fortement 
spécialisée dans le contrôle des différentes réponses immunitaires et dans leur localisation 
dans l’organisme. Le contrôle de l’homéostasie, la spécialisation des Tregs, ainsi que leur 
localisation stratégique dans l’organisme s’avèrent nécessaires au maintien de l’intégrité de 
l’organisme, comme l’illustre élégamment le travail récent du groupe de Benoist & Mathis 
qui montre que la localisation des Tregs dans les muscles lésés est nécessaire à leur 
rétablissement(421). 
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Figure 17 : Mécanismes de suppression utilisés par les lymphocytes T régulateurs 
Les Tregs possèdent un arsenal immuno-suppressif varié permettant de contrôler l’activation 
des Tconvs. a : Sécrétion de cytokines anti-inflammatoires incluant l’IL-10, l’IL-35 et le 
TGF-β. b : Les Tregs peuvent également induire l’apoptose des Tconvs mais également des 
DCs par une cytotoxicité directe (e. g : mécanisme Granzyme/perforine). c : Les Treg peuvent 
inhiber les Tconvs en perturbant leur métabolisme. Les Tregs peuvent créer un micro-
environnement suppressif en déprivant le milieu en cytokines de survie, tel que l’IL-2. De 
plus, ils sont capables de cataboliser la production de cAMP et d’adénosine qui inhibent les 
fonctions effectrices des Tconvs. d : Les Treg peuvent cibler les DCs et contrôler leur 
maturation et leur fonction. Les interactions de CTLA-4 et LAG3 avec leur ligands respectifs 
exprimés à la surface des DCs inhibent la maturation des DCs et induit la synthèse d’IDO, 
enzyme du catabolisme du tryptophane, qui appauvrit le milieu en cet acide aminé essentiel à 
la survie des Tconvs. 
AMPc : cyclic adenosine monophosphate ; A2AR : adenosine receptor 2 ; CTLA-4 : cytotoxis 
T lymphocyte antigen-4 ; DC : dendritic cell ; IDO : indolamine 2,3-dioxygenase ; LAG3 : 
Lymphocyte-activation gene 3 ; Tconv : conventional T cell ; Treg : regulatory T cell 
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Un des axes de recherche actuel sur les Tregs est de comprendre les différents 
mécanismes impliqués dans l’immuno-supression médiée par les Tregs. Ces cellules sont 
capables in vivo et in vitro d’inhiber la prolifération et l’activation des Tconvs. Les capacités 
immuno-suppressives des Tregs inhibent également les fonctions des LBs, des cellules NKs, 
des macrophages et des DCs. Différents mécanismes de suppression ont été proposés incluant 
la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires et la modification ou l’induction d’apoptose de 
CPAs par des mécanismes impliquant le contact des Tregs avec ces cellules (Figure 17). 
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La contribution de CTLA-4 dans les mécanismes immuno-suppressifs des Tregs a été 
suggérée, dans un premier temps, par la mise en évidence de l’expression de CTLA-4 par les 
Tregs(422, 423). De plus, le blocage de cette molécule, par l’administration d’un anticorps 
dans des souris sauvages, induit l’apparition de syndromes auto-immuns et de colites chez ces 
souris(270, 271) ainsi qu’un diabète exacerbé chez la souris NOD(424). Une étude récente du 
groupe de Sakaguchi utilisant un KO conditionnel de CTLA-4 dans les Tregs montre 
clairement que ces souris souffrent de splénomégalie, de différents syndromes 
lymphoprolifératifs auto-immuns et développent une hyper-production d’Ig-E, comme 
précédemment observé chez les souris scurfy(425). Ces mêmes auteurs ont pu démontrer que 
l’expression de CTLA-4 à la surface des Tregs inhibe l’expression des molécules de co-
stimulation CD80 et CD86 à la surface des DCs, empêchant l’activation des Tconvs. De plus, 
la stimulation de CTLA-4 induit une augmentation de la sécrétion de TGFβ renforçant les 
capacités immuno-suppressives des Tregs (426). La ligation de CTLA-4 avec ses ligands 
exprimés à la surface des DCs induit également l’expression d’IDO par les DCs, qui vont 
cataboliser le tryptophane, provoquant une déprivation du micro-environnement de cet acide 
aminé essentiel à la survie et en synthétisant la kynurénine, une molécule au fort pouvoir 
immuno-suppressif(427). Le rôle de CTLA-4 est potentialisé par l’expression des Tregs de la 
molécule de LAG-3 qui interagit avec les molécules de CMH-II exprimées par les DCs et va 
empêcher leur maturation et l’expression des molécules de co-stimulation CD80 et 
CD86(428) (Figure 17). 
Les Tregs seraient également capables d’inhiber les fonctions effectrices des Tconvs 
en transférant directement l’AMP cyclique (AMPc) au travers des « gap junctions »(429). Ce 
second messager est connu pour posséder des caractéristiques immuno-suppressives, en 
inhibant la prolifération et la production d’IL-2 chez les LTs(430). De même, il a été montré,  
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in vitro, que le transfert d’AMPc des Tregs aux DCs contribue à diminuer l’expression des 
molécules de co-stimulation CD80 et CD86 à leur surface(431) (Figure 17). 
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Différents groupes se sont concentrés sur les cytokines anti-inflammatoires telles que 
l’IL-10 ou le TGFβ comme des médiateurs inhibiteurs produits par les Tregs. Cependant, la 
neutralisation de ces deux cytokines in vitro n’abolit en rien les capacités suppressives des 
Tregs(268, 269). En revanche, différentes études, in vivo, indiquent que la sécrétion de l’IL-
10 et du TGF-β est impliquée dans l’immuno-suppression médiée par les Tregs. 
Concernant l’IL-10, le groupe de Bandeira a observé que l’injection de Tregs 
CD4+CD25+CD45RBlow issus de souris déficientes pour l’IL-10 sont incapables de contrôler 
la prolifération de LTs CD4+ co-injectés dans des souris lymphopéniques et de prévenir 
l’apparition d’une colite chez ces souris(432). Dans des expériences de transferts adoptifs 
similaires, l’injection de Tregs CD4+CD25+ dans une souris greffée avec une peau 
allogénique induit la tolérance vis-à-vis du greffon, mais le traitement des souris avec un 
anticorps bloquant anti-IL-10R accélère le rejet du greffon(433). L’IL-10 produit par les 
Tregs est également capable d’inhiber les réponses des LTs effecteurs lors d’infections(434) 
ou de cancers(435). Enfin, la délétion spécifique de l’IL-10 dans les Tregs Foxp3+ entraine 
l’apparition spontanée de colites et de réponses immunes exacerbées dans différentes 
interfaces avec l’environnement extérieur comme dans la peau et les poumons(436). 
Différentes études indiquent que le TGF-β produit par les Tregs participe également à 
l’inhibition des Tconvs. Dans un modèle de colite, l’injection de Tregs ne permet pas de 
contrôler les LTs colitogènes CD4+CD45RBhigh co-injectés exprimant un dominant négatif du 
récepteurs au TGF-β qui conduisent à l’apparition de cette pathologie dans les souris 
receveuses lymphopéniques. De même le transfert de Tregs déficients pour le TGF-β contrôle 
moins efficacement l’apparition de colites après le transferts de LTs colitogènes provenant 
d’une souris sauvage(363). De plus il a également été suggéré que le TGF-β produit par les 
Tregs dans le poumons permet de contrôler l’apparition d’asthme allergique(437). Le TGF-β 
lié à la membrane des Tregs est également impliqué dans l’immuno-suppression médiée par 
les Treg via un contact cellulaire(426). Le groupe de Flavell a montré que la forme lié du 
TGF-β à la membrane des Tregs était impliquée dans le contrôle de l’infiltration des LTs 
CD8+ dans les îlots pancréatiques aboutissant à un délai de développement du diabète de type 
I(438) (Figure 17). 
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Récemment, une nouvelle cytokine inhibitrice, l’IL-35, a été identifiée. Cette cytokine 
est un hétérodimère composé d’Ebi-3 et de l’IL-12a qui sont majoritairement exprimées par 
les Tregs, mais pas par les Tconvs. Ainsi les capacités immuno-suppressives in vitro et in vivo 
des Tregs issus de souris EBI-3-/- ou IL-12a-/- sont fortement diminuées(439). L’IL-35 s’ajoute 
donc aux cytokines IL-10 et TGF-β dans l’arsenal des cytokines inhibitrices produites par les 
Tregs (Figure 17). 
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Etant donné la forte expression de CD25 par les Tregs, il a été suggéré que les Tregs 
pouvaient consommer l’IL-2 présente dans l’environnement, privant ainsi les Tconvs de cette 
cytokine nécessaire à leur survie. Cette hypothèse a été vérifiée par le groupe de Reed & 
Leonardo qui a montré qu’in vitro, la présence de Tregs dans des co-cultures avec des Tconvs 
induit une diminution dans le milieu de culture de l’IL-2, qui n’est pas causée par une 
réduction de la transcription de l’IL-2 chez les Tconvs. Les auteurs ont pu montrer que la 
consommation de l’IL-2 par les Tregs induit l’apoptose chez les Tconvs par une voie 
dépendante du facteur pro-apoptotique BIM(440) (Figure 17). 
Récemment, la production d’adénosine par les Tregs a été suggérée comme un 
mécanisme immuno-suppressif des Tregs. Les Tregs expriment à leur surface les ecto-
enzymes CD39 et CD73 qui catabolisent la production extracellulaire d’adénosine qui inhibe 
les fonctions effectrices des Tconvs via l’activation du récepteurs A2AR (« Adenosine receptor 
2A »)(441, 442). Il apparaît également que l’engagement du récepteur A2AR permet la 
génération d’iTregs au détriment de la différenciation en LTs Th17 en inhibant l’expression 
d’IL-6 et dans un même temps favorisant la production de TGF-β(443) (Figure 17). 
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La cytotoxicité a été suggérée comme un mécanisme immuno-suppressif des Tregs. 
Chez l’homme, les Tregs activés expriment le granzyme A et sont capables de lyser, in vitro, 
des LTs CD4+ et CD8+ activés, mais aussi les monocytes et les DCs par un mécanisme 
dépendant de la perforine(444). De même, chez la souris, les Tregs activés expriment le 
granzyme B et sont capables de lyser, in vitro, des LBs jouant le rôle de CPAs par un 
mécanisme dépendant de la perforine(445). Récemment, l’équipe de Ley a montré qu’ après 
un transfert adoptif, les Tregs déficients pour le granzyme B ou pour la perforine étaient 
moins aptes à lyser les LTs CD8+ et les NKs dans un micro-environnement tumoral favorisant 
alors l’élimination de la tumeur par ces cellules(446) (Figure 17). 
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Figure 18 : Implications physiopathologiques des lymphocytes T régulateurs 
Les lymphocytes T régulateurs sont impliqués dans de nombreux contextes 
physiopathologiques et cliniques. Les Tregs contrôlent l’homéostasie du système immunitaire 
et sont majoritairement impliqués dans la protection de l’organisme contre le développement 
de maladies auto-immunes (e.g : le diabète de type I) et de maladies inflammatoires 
chroniques (e.g : asthme allergique). Les Tregs sont également impliqués dans la tolérance 
foeto-maternelle et possèdent un potentiel thérapeutique important notamment dans le cadre 
du rejet d’allo-greffes et de la GvHD qu’ils inhibent. Dans le cadre des réponses anti-
infectieuses, l’effet des Tregs est plus contrasté. En effet, les Tregs évitent les dommages 
tissulaires collatéraux qui pourraient survenir lors d’une inflammation non contrôlée. En 
revanche, les Tregs en inhibant les réponses anti-infectieuses empêchent l’élimination ou le 
contrôle de la dissémination de pathogènes qui est préjudiciable pour l’organisme. Néanmoins, 
le maintien d’une persistance minimale du pathogène dans les tissus par les Tregs, permettrait 
la mise en place d’une réponse mémoire efficace. Enfin les Tregs possèdent clairement un 
rôle délétère pour l’organisme en contrôlant les réponses immunitaires anti-cancéreuses et en 
favorisant l’échappement tumoral. 
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Bien que les recherches sur la cytotoxicité des Tregs se soient concentrées sur la voie 
perforine/granzyme, différentes études ont pu également impliquer d’autres voies 
cytotoxiques. Il a été suggéré que la voie d’induction d’apoptose TRAIL/DR5 soit utilisée par 
les Tregs comme un mécanisme immuno-suppresseur(447). De plus, la galectine-1, capable 
d’induire l’apoptose des LTs est fortement exprimée dans les Tregs chez la souris et chez 
l’Homme. De plus, in vitro, les Tregs déficients pour la galectine-1 possèdent des capacités 
immuno-suppressives réduites(448). 
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   Les Tregs dans l’organisme vont inhiber diverses réponses immunitaires dirigées 
contre différents agents infectieux, contre le développement de cellules tumorales, mais aussi 
contre les réponses immunes vis-à-vis du soi. Les Tregs vont, par conséquent, être impliqués 
dans de nombreux contextes physiopathologiques où leur contribution va avoir des effets 
bénéfiques et délétères pour l’organisme. Les Tregs sont également utilisés dans des contextes 
cliniques notamment dans le cas de transplantation d’organes (Figure 18). 
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L’homéostasie du compartiment immunitaire est un mécanisme dynamique permettant 
le maintien à l’équilibre d’un nombre constant de LTs en périphérie(449). Le groupe de 
Bandeira, dans des expériences de transferts adoptifs dans des souris lymphopéniques, a 
montré que la prolifération homéostatique des Tconvs CD4+CD25-, induisant une 
inflammation de l’intestin, était inhibée par la co-injection de Tregs CD4+CD25+ via un 
mécanisme impliquant l’IL-10(432, 450). Le rôle des Tregs dans le maintien de l’homéostasie 
du système immunitaire, a également été abordé par le groupe de Rudensky, qui a utilisé un 
système de souris transgénique exprimant le récepteur à la toxine diphtérique sous le contrôle 
du promoteur foxp3. Le traitement soutenu des souris adultes saines avec la toxine, provoque 
une déplétion des Tregs entrainant la mort de ces souris dans les deux à trois semaines causée 
par une pathologie auto-immune lymphoproliférative(285). Ces résultats démontrent donc que 
les Tregs en maintenant l’homéostasie des Tconvs sont indispensables à la prévention du 
développement de maladies auto-immunes et inflammatoires (Figure 18). 
Différentes études ont montré que l’apparition de maladies auto-immunes chez la 
souris était causée par une absence de Tregs(260, 285) ou bien par l’apparition de mutation 
(perte de fonction) dans le gène foxp3(274). Dans le modèle d’EAE, les Tregs s’accumulent 
dans le système nerveux central, suite à l’induction de l’EAE et favorisent la rémission de la  
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pathologie. Leur déplétion par l’injection d’un anticorps anti-CD25, avant l’induction de 
l’EAE augmente la sévérité, ainsi que le délai de rémission de la pathologie. Lorsque la 
déplétion des Tregs a lieu après la rémission de l’EAE , les souris sont plus sensibles à une 
réinduction de cette pathologie(451). Chez la souris NOD qui développe un diabète auto-
immun de type 1, de nombreuses études rapportent, également, un rôle des Tregs dans la 
régulation de cette pathologie. En effet l’injection de Tregs confère aux souris NOD une 
résistance au diabète(452, 453). De plus, chez la souris NOD, une cause du développement du 
diabète est l’augmentation de l’apoptose des Tregs infiltrant les îlots de Langerhans due à une 
moindre production d’IL-2 par les LTs CD4+ présents dans les îlots(378). La production de 
TGF-β par les Tregs semble jouer un rôle majeur dans la régulation de la progression du 
diabète. L’expression transitoire du TGF-β dans les îlots induit la prolifération des Tregs 
impliqués dans la prévention du diabète(454). Néanmoins, il semblerait que les capacités 
suppressives des Tregs dans la souris NOD diminuent avec l’âge des souris, et corrèlent avec 
l’apparition d’une résistance des Tconvs à l’action du TFG-β(455). Les Tregs s’avèrent donc 
essentiels dans le contrôle des réponses des Tconvs auto-spécifiques, empêchant le 
développement de maladies auto-immunes (Figure 18). 
L’acquisition de récepteurs aux chimiokines par les Tregs effecteurs induit leur 
migration dans des organes non lymphoïdes où ils vont pouvoir contrôler différentes réponses 
inflammatoires(416). Le groupe de Campbell a démontré que l’immunisation sous cutanée 
avec un antigène conduisait à l’activation des Tregs dans les nœuds lymphatiques drainant, 
induisant leur prolifération et leur localisation vers la peau via l’expression de CCR4. Les 
auteurs ont observé que les Tregs CCR4-/- sont incapables de migrer dans la peau et dans les 
poumons conduisant l’apparition d’une sévère inflammation cutanée et pulmonaire(456). De 
même, la délétion spécifique de l’Il-10 dans les Tregs, entraine le développement spontané de 
colites, ainsi que l’apparition d’une hyper-sensibilité cutanée, et d’une inflammation au 
niveau des poumons(436). Les Tregs sont donc impliqués dans la prévention de 
l’inflammation pouvant conduire à l’apparition d’allergies cutanées et d’asthme (Figure 18).  
Cette dernière étude, montre également un rôle des Tregs dans la régulation de 
l’inflammation au niveau de l’intestin. D’autres travaux ont également appuyé ce rôle des 
Tregs dans le maintien de l’homéostasie intestinale. Dans un modèle de colite, l’injection de 
Tregs inhibe l’inflammation au niveau de l’intestin via la production d’IL-10(432) et de TGF-
β(363). Différentes études ont également démontré que les ganglions mésentériques seraient 
un site privilégié d’induction périphérique de Tregs par les DCs CD103+ (35, 288). Les iTregs, 
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comme les nTregs sont donc impliqués dans le maintien de la tolérance vis-à-vis de la flore 
intestinale(296, 297, 457) (Figure 18). 
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En réponse à l’infection par un agent pathogène, l’organisme met en place une réponse 
immune impliquant les systèmes immunitaires innés et adaptatifs pour éliminer ou contrôler 
le pathogène. Les mécanismes effecteurs de l’hôte permettant le contrôle de l’infection 
incluent la production de cytokines pro-inflammatoires (e.g : IFN-γ) et le recrutement dans les 
sites infectieux de cellules activées cytotoxiques qui vont pouvoir lyser les cellules infectées 
(e.g : les LTs CD8+ cytotoxiques). Néanmoins, si ces mécanismes ne sont pas strictement 
régulés, ils conduisent à une inflammation sévère et à l’apparition de dommages tissulaires. 
L’implication des Tregs s’inscrit dans ce contexte, ils vont alors jouer le rôle de balance entre 
d’un côté l’élimination des pathogènes de l’organisme et d’un autre coté le contrôle des 
réponses immunes anti-infectieuses évitant les dommages tissulaires collatéraux. Le groupe 
de Powrie a montré que l’infection de souris Rag2-/- par la bactérie Helicobacter hepaticus 
provoque une inflammation au niveau du colon qui peut être contrôlée par l’injection de Tregs 
CD4+CD25+ par un mécanisme impliquant l’IL-10 et le TGF-β. Dans ces souris Rag2-/- 
infectées, le transfert de LTs CD4+CD45RBhigh augmente considérablement l’inflammation 
qui peut être également, prévenue par le co-transfert de Tregs CD4+CD25+(458). Ces résultats 
montrent donc que les Tregs vont inhiber non seulement les réponses immunes innées et les 
réponses des LTs pour prévenir l’apparition d’une inflammation dommageable pour 
l’organisme. Des observations similaires ont également été faites dans d’autres modèles 
d’infection incluant la peau, les poumons et le foie(459). D’un autre côté, dans des modèles 
murins de malaria, l’absence de Tregs dans des souris infectées avec la souche létale 
Plasmodium yoelii, protège ces souris de la mort. Leur absence permet une diminution de la 
parasitémie par les mécanismes effecteurs du système immunitaire (460). Différents modèles 
d’infections virales avec les virus HSV (« Herpes Simplex Virus »)(461) et le FLV (« Friend 
Leukemia Virus »)(462) mettent en évidence que les Tregs inhibent les fonctions effectrices 
des LTs CD8+ cytotoxiques empêchant la diminution de la charge virale chez les souris 
infectées. Ce résultat montre l’effet délétère des Tregs dans l’immunité anti-infectieuse, en 
contrôlant les réponses immunes, ils empêchent l’élimination ou le contrôle de la 
dissémination de pathogènes dans l’organisme (Figure 18). 
Par ailleurs, le groupe de Sacks a montré que dans un modèle d’infection de 
leishmaniose, les Tregs en atténuant les réponse immunes, empêchent l’élimination totale du 
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parasite, maintenant une persistance de celui-ci au niveau de la peau qui induit l’établissement 
d’une mémoire immunologique à long terme(434). De même, le groupe d’Amigorena a 
montré que lors d’infection par Listeria monocytogenes, l’absence de Tregs induisait une 
activation des LTs CD8+ de faible avidité et réduisait la mise en place d’une réponse 
mémoire(463). Ces études montrent que les Tregs régulent finement l’immunité anti-
infectieuse et la mise en place d’une réponse mémoire efficace (Figure 18). 
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La première preuve de l’implication des Tregs dans la tolérance fœto-maternelle est 
venue par les études, en 2004, du groupe de Betz qui a montré que le nombre de Tregs 
augmente dans les organes lymphoïdes secondaires et dans l’utérus chez les souris 
gravides(305). Cette expansion systémique des Tregs pendant la grossesse est indépendante 
de la présence d’allo-antigènes, suggérant l’implication des hormones sexuelles féminines 
dans cette expansion(305). Les hormones hCG, progestérone (P4) et oestrogènes sont les 
hormones majeures associées à la grossesse. Il a été rapporté que ces trois hormones ont une 
influence sur la génération des Tregs, leur migration, leur expansion et leurs fonctions 
suppressives, bien que l’effet de P4 reste controversé(464). De plus un transfert de Tregs 
permet de prévenir la résorption fœtale chez les femelles sujettes à l’avortement(465). 
Inversement, la déplétion des Tregs, en utilisant le système transgénique Foxp3-DTR, altère 
considérablement le processus d'implantation d’embryons(466). Enfin le groupe de Rudensky, 
en utilisant des souris CNS1 déficientes, empêchant la conversion périphérique de Tregs, a 
montré que l’absence de génération de iTregs pendant la grossesse entraîne une augmentation 
de la résorption des fœtus(295). Collectivement ces résultats démontrent que les Tregs sont 
essentiels au bon déroulement de la grossesse et à la tolérance fœto-maternelle (Figure 18).  
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Dans le cadre de greffes d’organes, différents groupes se sont concentrés sur deux 
enjeux fondamentaux de la transplantation, à savoir éviter le rejet du greffon par l’organisme 
et contrôler l’apparition d’une GVHD. Dans ces deux situations immunologiques les Tregs 
jouent un rôle crucial dans l’acceptation du greffon par l’individu transplanté. L’injection de 
cellules de moelle osseuse dans une souris receveuse allogénique irradiée induit l’apparition 
d’une GVHD conduisant à la mort des souris. La greffe de cellules de moelle osseuse 
déplétées en Tregs CD4+D25+, accélère l’apparition de la pathologie. Inversement, l’injection 
de cellules de moelle osseuse, supplémentées en Tregs fraichement isolés, dans une souris 
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allogénique irradiée retarde l’apparition de la pathologie. Les auteurs ont pu faire la même 
observation avec des Tregs expandus in vitro avec des APCs allogéniques correspondant à la 
souris hôte(467). 
L’injection de LTs CD45RBhigh dans une souris déplétée en LTs et greffée avec une 
peau allogénique, induit le rejet du greffon. Deux groupes ont utilisé ce modèle, pour évaluer 
le rôle des Tregs dans la prévention du rejet de greffes. Les auteurs ont pu observer que le co-
transfert de Tregs CD4+CD45RBlow ou CD4CD25+ permet de prévenir le rejet de la peau 
allogénique jusqu'à cent jours après la transplantation. La neutralisation de l’IL-10 et de 
CTLA-4 par l’injection d’anticorps bloquant suggère que l’inhibition du rejet par les Tregs 
implique ces deux molécules effectrices(433, 468). Enfin l’équipe de van Meerwijk a 
récemment démontré que l’administration de Tregs, préalablement activés in vitro par des 
CPAs du donneur, induit la survie à long terme de moelle osseuse allogénique transplantée. 
Chez ces souris, les Tregs vont permettre la mise en place d’une tolérance centrale et 
périphérique permettant la survie de greffes de cœur et de peau allogéniques(469-471). 
Collectivement, ces résultats montrent que les Tregs permettent l’induction de tolérance aux 
allo-greffes (Figure 18). 
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Dès 1999, deux groupes ont suggéré le contrôle des réponses anti-tumorales par les 
Tregs CD4+CD25+. Ces auteurs ont observé que la déplétion systémique des Tregs par 
l’injection d’un anticorps anti-CD25 prévenait la croissance et favorisait la régression de 
différentes tumeurs(472, 473). De plus, la déplétion intra-tumorale des Tregs infiltrant la 
tumeur, induit également la régression de la tumeur pré-établie(474). En complément des 
études de déplétion des Tregs CD4+CD25+, des expériences de transferts adoptifs chez la 
souris ont confirmé un lien direct entre les Tregs et une diminution de l’immunité anti-
tumorale. Des LTs CD8+spécifiques des tumeurs B16, sont transférés soit avec des Tregs, soit 
avec des Tconvs dans des souris lymphopéniques portant le mélanome B16. Dans les souris 
qui ont reçu les Tregs, l’immunité anti-tumorales médiée par les LTs CD8+ est inhibée par les 
Tregs, alors que chez les souris qui ont reçues les Tconvs, l’immunité anti-tumorale est 
exacerbée(475). De plus, le TGF-β secrété par les cellules tumorales ou par les DCs présentes 
dans les tumeurs, permet la prolifération des Tregs, ainsi que leur conversion périphérique 
renforçant l’échappement tumoral(476, 477) (Figure 18). 
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Figure 19 : Hétérogénéité du compartiment régulateur Foxp3+ dans le thymus et la  
périphérie chez l’Homme  
Chez l’Homme, les Tregs CD45RA sont des cellules naïves et leur activation en périphérie 
entraine leur différenciation et leur conversion phénotypique en deux population effectrices 
distinctes ICOS+CD45RO et ICOS-CD45RO. Cette hétérogénéité de la population régulatrice 
en périphérie est également observée dans le thymus. L’absence d’expression de ICOS, sur 
les Tregs RTE, suggère que la population de Tregs ICOS- est constitué par des Tregs en 
développement. L’origine des Tregs ICOS+ dans le thymus est quant à elle non déterminée. 
Ces cellules pourraient avoir une origine périphérique et recirculer dans le thymus. 
ICOS : Inducible T cell co-stimulator ; Treg : Lymphocyte T régulateur ; RTE : Recent 
thymic emigrant cell  
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En 2001, chez l’Homme, les Tregs ont été pour la première fois caractérisés, par 
différents groupes, comme des LTs CD4+CD25+(478, 479). La même année, il a été démontré 
que le syndrome IPEX est corrélé à des mutations dans le gène codant pour Foxp3 qui est 
exprimé dans les LTs CD4+CD25+(56, 57, 274, 480). De même, le groupe de Roncarolo, a 
montré que les mutations de Foxp3 chez les patients souffrant d’IPEX conduisait à un défaut 
de fonctions des Tregs(481). Comme chez les souris, il apparaît donc que les Tregs Foxp3+ 
sont essentiels dans le maintien de la tolérance immune, chez l’Homme. Au vu du nombre 
important de Tconvs CD25+ différents groupes ont observé une absence à la surface des Tregs 
de la chaine α du recepteur à l’IL-7 (CD127), ce qui a permis une meilleure caractérisation 
phénotypique (CD25+CD127lowFoxp3+) des Tregs chez l’Homme(482).  
Alors que l’origine thymique des Tregs chez la souris a été démontrée dans les 
expériences de thymectomie néonatale, chez l’Homme une origine thymique des Tregs a 
également été suggérée en analysant la présence de LTs CD4+CD25+ dans le sang 
périphérique d’enfants atteints du syndrome de DiGeorge, résultant d’une hypoplasie du 
thymus. Les auteurs ont pu observer une réduction de la proportion et du nombre de cellules 
CD4+CD25+ dans la périphérie des enfants atteints par ce syndrome(483). De même, 
l’expression de Foxp3 par les thymocytes immatures a été détectée par plusieurs groupes(484, 
485). Récemment il a été montré que dans la périphérie, les LTs CD4+ exprimant la molécule 
d’adhérence PECAM1 (CD31) correspondaient à la population de cellules RTE (« Recent 
thymic emigrant »), suggérant l’expression de cette molécule par les thymocytes CD4+ en 
développement(486). Les groupes de Sakaguchi et de Liu ont détecté dans la périphérie une 
population importante de Tregs Foxp3+ exprimant la molécule CD31 chez l’adulte et dans le 
sang de cordon(423, 487). Enfin, dans le thymus humain, une structure unique, les 
corpuscules de Hassal, a été identifiée dans la médulla. La sécrétion de la TSLP (« Thymic 
Stromal Lymphopoietin »), par les corpuscules de Hassal, permettrait la formation d’un 
micro-environnement requis pour le développement de Tregs. En effet, la TSLP active les 
DCs et augmente l’expression des molécules de co-stimulation à leur surface. Les DCs 
activées par la TSLP sont alors capables d’induire, in vitro, l’expression de Foxp3 par des 
thymocytes immatures CD4+CD25- mais pas par des LTs CD4+CD25- matures de la 
périphérie(488). Il apparaît donc que similairement à la souris, les Tregs Foxp3+ se 
développent dans le thymus chez l’Homme (Figure 19).  
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Comme observé chez la souris, la population de Tregs en périphérie est hétérogène et 
composée de Treg naïfs et de Tregs effecteurs, chez l’Homme. Les Tregs naïfs expriment la 
molécule CD45RA sans les expressions concomitantes de CD45RO et d’ICOS. Les Tregs 
naïfs expriment un niveau faible du facteur de transcription Foxp3 et de la molécule CTLA-4. 
Ces cellules sont quiescentes et définies par le phénotype suivant 
CD45RA+CD25+Foxp3lowICOS-. Il est à noter que ces cellules possèdent également des 
capacités immuno-suppressives, in vitro, bien qu’elles soient moins efficaces que les Tregs 
activés(423). Le transfert de Tregs naïfs dans une souris NOG (NOD SCID IL2rg-/-) montre 
que ces cellules, une fois activées, augmentent leurs expressions de Foxp3 et de CD25, 
expriment CTLA-4, CD45RO et répriment leur expression de CD45RA, de façon similaire à 
une activation in vitro(423). En périphérie, parmi les Tregs effecteurs CD45RO, l’expression 
d’ICOS divise cette population en deux sous populations : une population ICOS+ qui produit 
de l’IL-10 et une population ICOS- produisant du TGF-β. De façon intéressante, alors que ces 
deux populations possèdent des capacités immuno-suppressives, in vitro seuls les Tregs 
ICOS+ sont capables d’inhiber l’expression de CD86 à la surface des DCs(487). Dans cette 
même étude, les auteurs ont également observé la présence de deux populations de Tregs 
ICOS+ et ICOS- dans le thymus. En périphérie, une fraction des Tregs ICOS- exprime les 
molécules CD45RA et CD31 qui est un marqueur spécifique des RTEs, indiquant que cette 
population provient du thymus, alors que les Tregs ICOS+ expriment la molécule CD45RO et 
sont CD31-(423, 487). Dans le thymus, il est possible que l’expression transitoire d’ICOS par 
les Tregs soit requise pour leur développement ou bien que les Tregs ICOS+ proviennent de la 
périphérie en tant que cellules effectrices activées ayant recirculé dans le thymus (Figure 19). 
Tout comme chez la souris scurfy, des mutations dans le gène codant pour Foxp3 
conduit au développement d’un syndrome auto-immun IPEX, illustrant le rôle des Tregs dans 
la prévention de l’apparition de maladies auto-immunes. Un défaut de fonctionnalité des 
Tregs semble être une caractéristique commune à de nombreuses maladies auto-immunes 
comme la sclérose en plaque, le diabète de type I et le psoriasis(489). Ces observations ont 
également été rapportées dans des maladies inflammatoires comme dans l’arthrite 
rhumatoïde(490) et dans l’allergie(491). Concernant l’implication des Tregs dans les cancers, 
de nombreuses études ont rapporté une infiltration des Tregs dans le micro-environnement 
tumoral chez des patients souffrant de mélanomes, de lymphomes, ainsi que dans des cancers 
des ovaires, du pancréas et des poumons(492). De plus, une étude récente du groupe de Zou 
démontre que l’infiltration des tumeurs par les Tregs Foxp3+ inhibe l’immunité anti-tumorale 
et corrèle avec un mauvais pronostic vital(493). De même, chez des patients souffrant 
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d’infections virales chroniques comme le HIV et le virus de l’hépatite C chronique, la 
proportion de Tregs est augmentée(494, 495). Ces auteurs ont également démontré que ces 
cellules inhibent, in vitro les réponses des LTs CD4+ ou CD8+ spécifiques de ces virus. En 
parallèle des observations faites chez la souris, il apparaît donc que les Tregs jouent, 
également, un rôle central dans la régulation des réponses immunes dans différentes 
pathologies humaines. 
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Les Tregs se développent dans le thymus où leur répertoire de TCR auto-spécifique 
est généré par des processus de sélections positives et négatives. Leur différenciation 
implique différents facteurs de transcription, cytokines et molécules de surfaces nécessaires à 
l’induction et au maintien de l’expression de Foxp3. Bien que les mécanismes régulant le 
choix de lignage conventionnel ou régulateur sont encore sujet à débat, l’implication du TCR 
dans le développement thymique des Tregs est quant a elle avérée. En effet, dans différents 
systèmes de souris TCR transgéniques, l’expression d’un ligand agoniste favorise le 
développement des Tregs. Cependant le nombre absolu des Tregs thymiques dans ces 
différents systèmes reste faible. Ces résultats suggèrent donc que le nombre de Tregs qui se 
développent dans le thymus est strictement contrôlé. 
Afin de déterminer les mécanismes qui régulent quantitativement le développement 
des Tregs, notre équipe a utilisé une souris transgénique Rag2-GFP dans laquelle la GFP se 
trouve sous le contrôle du promoteur du gène Rag2. Simplement, suite à la sélection positive 
qui entraine l’extinction du promoteur du gène Rag2, les LTs en développement conservent la 
fluorescence de la GFP, tout comme les LTs périphériques qui ont tout juste émigré du 
thymus. En revanche, les LTs matures périphériques perdent leur fluorescence. Or nous avons 
pu mettre en évidence, une forte proportion de Tregs Rag2-GFP- dans le thymus de ces souris 
dont l’origine thymique ou périphérique restait à être déterminée. 
Mes travaux de thèse ont eu pour but de répondre aux questions suivantes :  
1- Déterminer l’origine de la population de Tregs Rag2-GFP- présente dans le thymus 
des souris transgéniques Rag2-GFP 
2- Déterminer les mécanismes impliqués dans la recirculation des Tregs dans le thymus 
3- Evaluer les conséquences de la présence des Tregs Rag2-GFP- sur le développement 
thymique des Tregs et/ou des LTs conventionnels. 
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Abstract 
 
Natural CD4+Foxp3+ regulatory T cells (Treg) play a central role in the control of 
immune-pathology. These cells differentiate in the thymus before emigrating to the 
periphery. However, in the thymus of Rag-GFP reporter mice not only de novo 
developing GFP+ but also GFP- Treg populations were found. The origin of the latter 
very substantial Rag-GFP- population remained controversial. We here show that the 
large majority of Rag-GFP- Treg are peripheral cells reentering the thymus: Their 
TCR-repertoire resembles that of peripheral but not de novo developing Treg and 
their number is strongly reduced in mice in which peripheral CD4 T cells were 
depleted. Interestingly, recirculating Treg with an activated effector phenotype are 
also present in the human thymus. We found that the fraction of recirculating Treg 
substantially increases with age in mice. This increase corresponded to a proportional 
decrease in the generation of newly developing Treg in the thymus and in the thymic 
output of these cells. These and our other in vitro and in vivo data demonstrate that 
peripheral Treg recirculating back to the thymus inhibit de novo development of this 
important immunoregulatory T cell-subset. 
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Introduction 
T lymphocytes play a major role in protecting the integrity of the organism. Most T 
cells differentiate from hematopoietic precursors in the thymus, where their 
precursors undergo lineage commitment, somatic rearrangements, and rigorous 
antigen-specificity-dependent selection. These mechanisms lead to the generation of a 
population of T lymphocytes with a very diverse repertoire of TCR capable of 
recognizing rapidly evolving infectious agents, and largely devoid of autospecific 
cells. However, some autospecific T cells mature and migrate to the periphery where 
they are controlled by various peripheral tolerance mechanisms. A crucial role in 
maintaining peripheral immune-homeostasis is played by Foxp3+CD4+ regulatory T 
cells (Treg) (Josefowicz et al., 2012). As conventional T cells (Tconv), Treg are 
generated in the thymus, and these two populations share a common hematopoietic 
precursor. Unlike the TCR-repertoire of Tconv, that of Treg is enriched in 
autospecific cells (Romagnoli et al., 2002, Hsieh et al., 2004). Thymic selection of 
Tconv and Treg precursors therefore appears to obey to different rules. Indeed, 
recognition of peptide/MHC agonist ligands at the surface of cortical and medullary 
thymic epithelial cells favors the differentiation of Treg but not Tconv (Ribot et al., 
2006, Aschenbrenner et al., 2007, Ribot et al., 2007). Treg-precursors are also less 
sensitive to negative selection than Tconv (van Santen et al., 2004, Romagnoli et al., 
2005, Picca et al., 2006). 
It has recently been proposed that peripheral Treg may migrate back to the thymus. 
Parabiosis experiments between pTα° and wt mice showed that pTα° thymi contained 
an important fraction of recirculating T cells derived from the wt partner, suggesting 
that part of the numerous Treg found in these thymi may recirculate from the 
periphery (Bosco et al., 2006). Furthermore, mice in which recirculation of CD4+ 
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cells is affected displayed fewer thymic Treg than wt control mice, hinting that 
recirculating Treg may represent a detectable fraction of the pool of thymic Treg 
(Zhan et al., 2007). Mice transgenic for a construction in which expression of green 
fluorescent protein (GFP) is under the control of the Rag2 promoter (‘Rag-GFP’ mice, 
ref. Yu et al., 1999), allowed the identification of de novo developing Rag-GFP+ and a 
smaller population of Rag-GFP- thymocytes (Boursalian et al., 2004). Most mature 
CD4+ Rag-GFP- thymocytes are activated NKT, TCRγδ, or CD25high cells. These cells 
may be retained in the thymus for prolonged periods, as recently proposed (Cuss and 
Green, 2012), or they may recirculate from the periphery (McCaughtry et al., 2007). 
In the thymus of these mice only a very small fraction of conventional mature CD4+ 
cells (2-4%) are Rag-GFP-. In contrast, a much larger fraction of Treg (20-50%) lacks 
expression of Rag-GFP (McCaughtry et al., 2007, Romagnoli et al., 2012). In this 
study, we investigate the origin of thymic Rag-GFP- Treg in mice and their potential 
counterparts in humans and we assess the impact of this sizeable population on the de 
novo generation of Treg. 
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Materials and Methods 
Mice 
Rag2-gfp transgenic mice (Rag-GFP) (Yu et al., 1999) on a C57BL/6 (B6) genetic 
background were provided by Dr. Pamela Fink (Boursalian et al., 2004), B6 Foxp3-
Thy1.1 knock-in mice by Dr. Alexander Rudensky (Liston et al., 2008), and B6 GK 
mice by Dr. Andrew Lew (Zhan et al., 2000). 15 days pregnant NMRI mice were 
purchased from Janvier (Le Genest St Isle, France). All experiments involving 
animals were performed in compliance with the relevant laws and institutional 
guidelines (Regional approval N° 310955545, ethical review N° MP/01/40/11/06). 
 
Human samples 
Human thymus tissue from children undergoing cardiac surgery was obtained from 
the Cardiology department of the Children’s hospital, Purpan. In line with French 
guidelines, the French authorities authorized the study and the participants’ legal 
representatives did not oppose to the use of the thymic fragments for research 
purposes. 
 
Antibodies 
The following monoclonal antibodies (mAb) and secondary reagents were used for 
phenotypic analysis of murine T cells: Pacific blue-labeled anti-CD4 mAb (GK1.5), 
CF594 and Alexa 700 labeled anti-CD8 mAb (53.6.7), PE-Cy7-labeled anti-CD25 
mAb (PC61), APC anti-Thy1.1 mAb (HIS51), biotin and PE-labeled anti-Vβ3 mAb 
(KJ25), biotin-labeled anti-Vβ4 mAb (K74), biotin and PE-labeled anti-Vβ5 mAb 
(MR9-4), biotin and PE-labeled anti-Vβ6 mAb (RR4-7), biotin-labeled anti-Vβ11 
mAb (RR3-15), biotin-labeled anti-Vβ14 mAb (14-2), PE-labeled anti-CXCR3 mAb 
 5 
(CXCR3-173), PercpCy5.5-labelled anti-CCR7 (4B12) mAb, AF647-labelled anti-
CCR6 mAb (140708) (BD Bioscience, NJ USA), biotin-labeled anti-TCRβ mAb 
(H57-597), PE-Cy7 and efluor710-labeled Streptavidin, biotin-labeled anti-CD103 
mAb (2E7) (eBiosciences, CA USA), PE-labeled anti-Neuropilin (761705) mAb 
(R&D Systems, MN USA). The following monoclonal antibodies (mAb) were used 
for phenotypic analysis of human T cells:FITC-labeled anti-CD4 (RPA-T4), BV405-
labeled anti-CD8 (RPA-T8), PECy7-labeled anti-CD3 (SK7), PE-labeled anti-CD31 
(WM59), PerCPCy5.5-labeled anti-ICOS (DX29), BV605-labeled anti-CD31 
(WM59), PECF594-labeled anti-CD25 (M-A251), PECF594-labeled anti-CD45RA 
(Hl100) (BD Bioscience, NJ USA), AF647-labeled anti-FoxP3 (259D/C7), and PE-
labeled anti-Tbet (eBio4B10)(eBiosciences, CA USA).  
 
Flow cytometry 
Control experiments with mice injected with India Ink 30 min before euthanasia were 
initially performed to ensure the surgical removal of the thymus deprived of 
parathymic lymph nodes. Thymi, spleens and lymph nodes were homogenized, 
washed once in complete culture medium, and resuspended in rat and mouse IgG 
(5μg/ml) containing medium. After an incubation of 20’ on ice, saturating 
concentrations of mAb were added. Twenty minutes later, cells were washed three 
times in PBS, 2.5% FCS, and 0.02% NaN3 and incubated with the appropriate 
secondary reagent. Intracellular staining was performed using the FoxP3 staining kit 
(eBiosciences, CA USA).Labeled cells were acquired and analyzed using an LSRII 
or a Fortessa flow-cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA) and FlowJo software 
(Tree Star, Ashland, OR). Doublets and dead cells were excluded using appropriate 
FSC/SSC gates.   
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TCR-repertoire analyses 
RNA was extracted using the RNeasy Micro kit (QIAGEN) and reverse transcribed 
using oligo(dT) and SuperScript II (Invitrogen). Vβ5.1, 5.2, 6, and 11 expression 
pattern was assessed by real-time PCR using specific primers and probes (Cabaniols 
et al., 2001, Fazilleau et al., 2007). Amplified products were used as template for a 
run-off reaction with fluorescent-tagged oligonucleotides. We have used the 
TCRβ nomenclature from Arden et al. (Arden et al., 1995).  
 
Purification and in vitro expansion of Treg 
Erythrocyte-depleted splenocytes and lymph nodes isolated from B6 Rag-GFP Foxp3-
Thy1.1 mice were incubated with a mixture of the following rat mAbs: anti-FcγRII/III 
(2.4G2), anti-CD8 (53.6.7), anti-MHC class II (M5) and anti-B220 (RA3-6B2). 
Labeled cells were eliminated using Dynabeads coated with sheep anti-rat IgG (Dynal 
Biotech). The resulting population was stained with APC-labeled anti-Thy1.1 mAbs 
and Thy1.1+ cells were isolated using anti-APC microbeads and MS columns 
(Myltenyi, Cologne, Germany). >94% pure Foxp3-Thy1.1+ Treg were routinely 
obtained. Foxp3-Thy1.1+ T cells were cultured at 106 cells/ml for two to three days on 
plastic bound anti-CD3ε mAb 2C11 (10 μg/ml) in the presence of soluble anti-CD28 
mAb (1 μg/ml), IL-2 (100 U/ml), and TGF-β (1 ng/ml). Cells were then collected, 
washed twice, and cultured for additional five to six days in the presence of IL-2 (100 
U/ml) and TGF-β (1 ng/ml). 
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Fetal thymus organ culture 
NMRI E15 fetal thymic lobes were isolated and placed in hanging drop cultures 
(Terasaky plate) with or w/o in vitro expanded (15000 cells/lobe) or freshly purified 
(50000 cell/lobe) peripheral Treg isolated from Foxp3-Thy1.1 B6 mice. The day after, 
colonized lobes were removed from the Terasaky plate and transferred on a 6 well 
plate insert (0.4 μm pore size). After 4 additional days of culture, lobes were 
collected, digested in RPMI containing 4 μg/ml liberase TM in presence of 0.1 μg/ml 
DNAse I (Roche, Switzerland) for 7 min at 37°C. 4-4.5x106 thymocytes per 14 lobes 
cultured with or w/o Treg were routinely obtained. After two washes in complete 
medium, the cell suspension was stained with anti-CD4, anti-CD8, anti-TCR, anti-
Foxp3, anti-CD25, and anti H-2Kb mAbs and analyzed by flow-cytometry. 
Comparable amounts of added Treg, distinguished by the expression of H-2Kb, were 
recovered from the five independent experiments performed (0.14 ± 0.02% of total 
thymocytes for the freshly isolated Treg; 0.15 ± 0.04% for the in vitro cultured Treg).  
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Results  
 
In contrast to Rag-GFP+ cells, thymic Rag-GFP- Foxp3+ Treg display an activated 
and differentiated phenotype. 
By analyzing the thymus of Rag-GFP/Foxp3-Thy1.1 mice, we and others have 
recently shown that a substantial portion of CD4+CD8-Foxp3+ Treg do not express 
GFP (Fig. S1a, refs. McCaughtry et al., 2007, Romagnoli et al., 2012). While Rag-
GFP+ cells represent de novo developing Treg (McCaughtry et al., 2007), Rag-GFP- 
cells may be a population of thymic resident Treg or peripheral Treg homing back to 
the thymus. To distinguish between these possibilities, we first analyzed the 
phenotype of thymic and splenic Rag-GFP+ and Rag-GFP- Treg (gated as shown in 
Fig. S1).  
Peripheral Treg can be divided in two subsets, central (cTreg) and effector (eTreg), 
based on differential expression of CD44 and CD62L (Smigiel et al., 2014). It has 
very recently been shown that thymic Rag-GFP- Treg are CD44hiCD62Llow, 
displaying therefore a similar phenotype as peripheral eTreg (Smigiel et al., 2014). In 
line with these data, we here show that splenic and thymic Rag-GFP- Treg also 
express slightly lower levels of TCR than Rag-GFP+ Treg, probably due to TCR 
down-modulation upon peripheral antigen encounter (Fig. 1a). To further characterize 
these cells, we analyzed the expression of CD103, the integrin αΕ-chain expressed at 
high levels by effector/memory Treg (Huehn et al., 2004). As shown in Fig. 1a, 
substantial proportions of splenic and thymic Rag-GFP- Treg displayed high levels of 
CD103. By contrast, CD103high cells were rare among de novo developing Rag-GFP+ 
thymic Treg and splenic Rag-GFP+ Foxp3+ recent thymic emigrants (RTE). We also 
studied the expression level of Neuropilin 1, a recently described marker of natural 
thymic derived Treg (nTreg) and of peripheral-induced Treg (iTreg) generated in 
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highly inflammatory environments (Weiss et al., 2012, Yadav et al., 2012). 
Neuropilin 1 is upregulated during Treg differentiation in the thymus. Newly 
developing thymic Rag-GFP+ Treg expressed levels of Neuropilin 1 similar to those 
found on splenic Rag-GFP+ Treg. Expression of this marker was higher on Rag-GFP- 
splenic Treg and even higher on thymic Rag-GFP- Treg (Fig. 1a). These data show 
that Neuropilin 1-expression is further upregulated in the periphery. The similarity 
between the phenotype of Rag-GFP- splenic vs. thymic Treg suggests that Rag-GFP- 
Treg in the thymus are cells recirculating from the periphery.  
We then analyzed the expression of chemokine receptors on Rag-GFP- and Rag-GFP+ 
thymic Treg (Fig. 1b). It was recently shown that Treg controlling Th1 immune 
responses in the periphery upregulate CXCR3 (Koch et al., 2009) and that Treg 
migrating to inflammatory sites and controlling Th17 responses express high level of 
CCR6 (Chaudhry et al., 2009). Some Rag-GFP-, but hardly any Rag-GFP+, thymic 
Treg expressed high levels of CXCR3 and CCR6. Finally, we analyzed the expression 
of CCR7, which regulates the migration of positively selected thymocytes from the 
cortex to the medulla and is highly expressed by mature CD4+ and CD8+ thymocytes 
(Ueno et al., 2004). Accordingly, developing Rag-GFP+ Treg displayed high levels of 
CCR7. Some Rag-GFP- thymic Treg expressed lower levels of CCR7 but most did not 
express it at all (Fig. 1b). The presence of CXCR3+ and CCR6hi cells among Rag-
GFP- but not Rag-GFP+ thymic Treg suggests that Rag-GFP- thymic Treg represent 
cells that had been activated and differentiated in the periphery and then migrated to 
the thymus.  
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The TCR repertoire of thymic Rag-GFP- Treg resembles that of peripheral rather 
than of de novo developing Treg  
Peripheral antigen encounter shapes the TCR-repertoire of Treg (Fisson et al., 2003, 
Mueller, 2010, Morlacchi et al., 2011). This led us to hypothesize that the TCR-
repertoires of de novo developing Rag-GFP+ thymic Treg may differ from that of 
Rag-GFP- cells. To address this possibility we first analyzed, by flow-cytometry, the 
expression of several TCR Vβ-segments. We found substantially fewer Vβ5+ cells 
among splenic than among thymic regulatory and conventional T cells (Fig. S2). This 
observation is in agreement with earlier reports showing that peripheral, but not 
thymic, Vβ5+ T cells are partially deleted by endogenous superantigens in B6 mice 
(Fink et al., 1992, Blish et al., 1999). We observed that the deletion of Vβ5+ Treg was 
less pronounced than that of Vβ5+ Tconv, confirming that Treg are relatively resistant 
to superantigen-induced apoptosis (Papiernik et al., 1998). When taking into account 
Rag-GFP levels, we found that newly developing thymic Rag-GFP+ Treg had the 
highest proportion of Vβ5+ cells, followed by splenic Rag-GFP+ RTE. Splenic Rag-
GFP- Treg had an even lower proportion of Vβ5+ cells and a similar fraction of 
thymic Rag-GFP- Treg expressed Vβ5 (Figs. 2a, b). We did not observe any 
significant difference between the representation of Vβ3, 4, or 14 bearing cells among 
splenic and thymic, Rag-GFP+ and Rag-GFP- Treg (Fig. S3a). 
In contrast to the peripheral contraction of the Vβ5+ Treg pool, we found a peripheral 
expansion of Vβ6+ and Vβ11+ Treg. This peripheral expansion was reflected in the 
thymus by a substantially higher proportion of Vβ6+ and Vβ11+ cells among Rag-
GFP- than among de novo developing Rag-GFP+ Treg (Figs. 2a, b). 
Immunoscope analysis of Vβ5, 6 and 11 revealed a similar Gaussian-like distribution 
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of the TCRβ’s CDR3 lengths in thymic Rag-GFP+ and Rag-GFP- Treg, indicating that 
these populations are polyclonal (Fig. S3b). This observation is consistent with the 
fact that the peripheral contraction of Vβ5+ T cells is superantigen mediated and 
suggests that the same is true for the peripheral expansion of Vβ6+ and Vβ11+ Treg.  
The observation that peripheral modulation of the Treg TCR-repertoire is reflected in 
thymic Rag-GFP- Treg again strongly suggests that thymic Rag-GFP- Treg are cells 
recirculating from the periphery. 
 
Peripheral depletion of Treg leads to decreased levels of Rag-GFP-, but not Rag-
GFP+, Treg in the thymus 
We next analyzed the Rag-GFP profile of thymic Treg in GK-transgenic mice, which 
express the depleting anti-CD4 antibody GK1.5 and consequently largely lack 
peripheral CD4+ (and CD8-) T cells ((Zhan et al., 2000) and Fig. 3a). In contrast, they 
display an intact thymus with distributions of immature CD4/CD8 double negative or 
double positive and mature CD4 or CD8 single positive thymocytes similar to control 
mice (Fig. 3b). This result is consistent with previous observations that administered 
antibodies do not alter the composition of the thymic cellular compartments. Whereas 
we found similar proportions of Foxp3+ Treg among mature CD4+ thymocytes in wt 
and GK mice (Fig. 3c), we observed substantially fewer Rag-GFP- cells among Treg 
in GK mice than in control animals (Fig. 3d).  
To directly assess if peripheral Treg can migrate to the thymus, we labeled in vitro 
expanded Treg with a fluorescent dye and injected them into wt hosts. One day later, 
donor cells were readily detected in the spleen and thymus of host mice. The 
proportion of injected Treg reached up to 4% of the thymic Treg pool (Fig. 3e). 
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Combined, our data on the phenotype of thymic Rag-GFP- Treg, their TCR-repertoire, 
and their representation in mice lacking a peripheral CD4 T cell-compartment, 
demonstrate that (at least the majority of) these cells represent Treg migrating from 
the periphery to the thymus. 
 
Human peripheral Treg migrate to the thymus 
To analyze if peripheral Treg re-enter the thymus also in humans, we analyzed the 
expression of CD31 (PECAM-1) on human FoxP3+ and FoxP3- mature CD4+ 
thymocytes (Fig. 4a). CD31 is expressed by de novo developing thymocytes and RTE 
and it is downregulated in the periphery upon activation (Kimmig et al., 2002). In 
human thymi, we found a population of CD31- cells among mature CD4+ thymocytes, 
likely corresponding to peripheral T cells migrating to the thymus. A higher 
proportion of regulatory than conventional mature thymic CD4+ T cells are CD31- 
and appear therefore to have recirculated back to the thymus (Fig. 4a). To 
characterize the phenotype of thymic CD31- Treg, we analyzed the expression of 
ICOS. The human thymus contains an ICOS+ and an ICOS- subset of Treg (Ito et al., 
2008). We found ICOS+ Treg in the CD31- but not in the CD31+ thymic Treg 
population (Fig. 4b). Miyara et al. showed that peripheral ICOS+ Treg are activated 
cells expressing relatively high levels of FoxP3 (Miyara et al., 2009). Indeed, the 
CD31-ICOS+ Treg we found in the human thymus expressed higher levels of FoxP3 
than CD31+ (and therefore ICOS-) Treg (Fig. 4c). 
As recently reported, Treg can further differentiate and acquire expression of 
transcription factors such as Tbet. They thus phenotypically mirror the distinct 
effector helper T cell populations that they preferentially inhibit. Treg expressing 
Tbet, mirroring the Th1 CD4+ population, have recently been described in humans 
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(Dominguez-Villar et al., 2011, Duhen et al., 2012). As shown in Fig 4d, a substantial 
proportion of CD31- but not CD31+ thymic Treg expresses Tbet. 
Combined, our observations show that a substantial proportion of thymic Treg in the 
human thymus lacks expression of CD31 and that the CD31- (but not CD31+) Treg 
population contains many activated and differentiated cells, and therefore indicate that 
human peripheral Treg can recirculate back to the thymus. 
 
The proportion of recirculating Treg strongly increases with age. 
To evaluate if age affects Treg recirculation, we performed a longitudinal analysis of 
the proportion of Rag-GFP- thymic Treg. As shown in Figs. 5a and b, the proportion 
of Foxp3+ and Foxp3- mature CD4+ thymocytes is quite constant in animals from 4 to 
36 weeks of age, indicating that the relative size of the thymic pool of Treg does not 
change with age. However, the proportion of Rag-GFP- cells among thymic Treg 
dramatically increased during this time, rising from 13 to 76%. By contrast, the 
proportion of Rag-GFP- cells among mature Foxp3- CD4+ thymocytes increased only 
slightly (from 3.9 to 5.6%, Fig. 5a, b). 
 
Recirculating mature Treg inhibit thymic Treg development. 
Whereas the proportion of recirculating Treg (but not Tconv) strongly increased with 
age, the total proportion of Treg (and Tconv) in the thymus remained constant. It 
therefore follows that the relative thymic development of regulatory (as compared to 
conventional) T cells strongly diminished. To consolidate this conclusion, we 
analyzed the thymic output of regulatory and conventional T cells by quantifying 
Rag-GFP+ RTE. In the periphery, the pool of Treg increased with age, growing from 
13% (of splenic CD4+ T cells) in 4 week-old mice to 22% in mice aged 36 weeks (Fig 
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5c). However, in this time frame the proportion of Rag-GFP+ RTE among Treg in the 
spleen decreased from 19 to approximately 2% (Fig 5c). This reduction mirrors the 
decreasing proportion of de novo generated Rag-GFP+ cells among thymic Treg (i.e. 
from 87 to 24%). The proportion of Tconv among total splenocytes is relatively 
constant from 4 to 36 weeks of age (Fig. 5d). During this time-frame, the thymic 
production of Tconv (as measured by the proportion of Rag-GFP+ RTE) drops, as 
previously shown (Hale et al., 2006), but much less so than that of Treg (i.e. 
approximately two- instead of ten-fold, Figs. 5c, d). Combined, these data suggest 
that recirculating Treg, the proportion of which strongly increases with age, inhibit de 
novo development and thymic production of this subset. 
To examine this possibility, we analyzed Treg in the thymi of wt and GK mice. In 
four, five, and seven week-old GK/Rag-GFP/Foxp3-Thy1.1 mice, we found much 
fewer Rag-GFP- cells among Treg than in Rag-GFP/Foxp3-Thy1.1 mice (Fig. 6a). 
Despite this very substantial difference in recirculating Treg between wt and GK 
mice, the proportion of Treg among mature CD4+ thymocytes was comparable (Fig. 
6b). Substantially reduced recirculation of Treg in GK (as compared to wt) mice was 
therefore compensated for by strongly increased de novo development of these cells, 
indicating that recirculating cells inhibit de novo development of Treg. 
We also assessed the effect of adding mature Treg to Treg-development in fetal 
thymus organ cultures (Figs. 6c, d). Fetal thymus lobes were incubated in hanging 
drops with or w/o freshly isolated or in vitro preactivated Treg. One day later, lobes 
were transferred to filters and allowed to develop at the medium/air interface for 
another four days. We then analyzed the proportion of developing Treg among mature 
CD4+ T cells (Figs. 6c, d). In the presence of added Treg, the proportion of 
developing mature CD4+ T cells among total thymocytes remained constant. 
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However, the proportion of developing Treg among mature CD4+ T cells strongly 
diminished. These data therefore confirm that mature Treg inhibit de novo 
development of Treg in the thymus. 
Taken together, our data on increased Treg recirculation with age, on mice in which 
Treg recirculation is largely abolished, and on addition of exogenous Treg to fetal 
thymus organ cultures, show that mature Treg migrating into the thymus inhibit de 
novo development of mature Foxp3+ CD4+ T cells. 
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Discussion 
The data presented here demonstrate that peripheral Treg can migrate to the thymus 
where they inhibit de novo development of this important immunoregulatory T cell-
subset. This phenomenon relatively augments with age, which leads to an increasingly 
reduced output of newly developed Treg. 
Different experimental approaches allowed us to show that peripheral Treg recirculate 
back to the thymus. In murine and human thymi, we found two distinct Treg 
populations: Rag-GFP+ vs. Rag-GFP- cells in transgenic mice and CD31+ vs. CD31- 
Treg in humans. Developing T cells are known to be Rag-GFP+ or CD31+ (Kimmig et 
al., 2002). Here we showed that the Rag-GFP- (but not newly developing) Treg 
populations displayed a phenotype and TCR-repertoire similar to that of peripheral 
activated effector Treg, strongly suggesting that they come from the periphery. More 
cycling Ki67+ cells were very recently found among Rag-GFP- than among Rag-GFP+ 
thymic Treg, which is consistent with our data (Smigiel et al., 2014). Moreover, we 
found a substantially reduced proportion of thymic Rag-GFP- Treg in GK mice in 
which peripheral CD4+ T cells are constitutively depleted. The remaining Rag-GFP- 
thymic Treg observed in GK mice may be thymic resident Treg as previously 
proposed (Cuss and Green, 2012), and/or they may be the rare highly activated 
Foxp3+ Treg still present in the periphery of these animals (data not shown) that 
reentered the thymus. We also found injected Treg in the host’s thymus, directly 
demonstrating that peripheral Treg can migrate into the thymus. 
In mice and in humans, the proportion of recirculating Treg is substantially higher 
than that of recirculating Tconv. It has previously been shown that substantially more 
regulatory than conventional peripheral T cells are autospecific (Romagnoli et al., 
2002, Hsieh et al., 2004) and are continuously activated upon encounter with self-
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antigens in the periphery (Fisson et al., 2003). Indeed, we found that recirculating 
Treg displayed an activated (effector) phenotype, both in humans and in mice. It was 
previously shown that recirculation of Tconv is limited to activated cells (Agus et al., 
1991). These points likely explain the substantially higher proportion of recirculating 
cells among regulatory than conventional T lymphocytes found in the thymus. 
Our results show that peripheral Treg reentering the thymus inhibit Treg 
development: Aging mice with increasing levels of recirculating Treg had fewer de 
novo developing thymic Treg; in mice in which recirculation of CD4+ T cells is 
largely abolished we found many more newly developing Treg; and addition of 
freshly isolated or in vitro activated splenic Treg to fetal thymus organ cultures 
resulted in an inhibition of Treg development. Peripheral Treg reentering the thymus 
may directly compete with developing Treg for essential survival factors, such as IL-2 
or other “γc cytokines” (Malek et al., 2002, Tai et al., 2013). The precise mechanisms 
involved in the inhibition of Treg development by recirculating cells merit further 
investigation. 
While thymic output of newly generated Treg decreases, the pool of peripheral Treg 
expands with age, becoming increasingly enriched in antigen experienced Treg 
(Fisson et al., 2003). We postulate that reentry into the thymus of peripheral Treg may 
thus establish a retro-control loop ensuring that the pool of useful peripheral Treg 
does not get diluted with newly generated Treg.  
Further work should help determining if Treg reentering the thymus also impact 
differentiation of Tconv. It was previously shown that recirculating T cells can induce 
positive but also negative selection of developing T cells (Tian et al., 2004, Kirberg et 
al., 2008). On the other hand, antigen-specific recirculating CTL were also shown to 
prevent negative selection of developing precursors with the same specificity, 
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presumably through intrathymic depletion of antigen-presenting thymic dendritic and 
epithelial cells (Edelmann et al., 2011). Recirculating Treg may have similar effects, 
e.g. they may modulate the function of thymic stromal cells (Onishi et al., 2008) or 
cause antigen loss from their surface (Kedl et al., 2002). Thus, they may affect thymic 
selection of the TCR-repertoire of conventional and also regulatory T cells.  
In conclusion, we showed that activated Treg can migrate to the thymus where they 
inhibit de novo development of Treg. Consequently, we propose that they may limit 
dilution of the peripheral “useful” Treg repertoire. They may also convey in this 
organ of lymphopoiesis information on immune-regulation going on in the periphery, 
thus adapting T cell differentiation to peripheral immune responses. 
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Figure Legends 
 
Figure 1 Phenotype of thymic and splenic Rag-GFP+ and Rag-GFP- Treg. 
Thymocytes and splenocytes from Rag-GFP/Foxp3-Thy1.1 mice were stained with 
antibodies to CD4, CD8, Thy1.1, and indicated cell-surface markers. (a) Expression 
of TCRβ, CD103, Neuropilin 1, (b) CXCR3, CCR6, and CCR7 on indicated thymic 
and splenic Foxp3-Thy1.1+CD4+CD8- populations (gated as shown in Figs. S1 a, b). 
“MFI”, mean fluorescence intensity of indicated markers; other numbers indicate 
percentages within indicated electronic gates. In (b), numbers indicate percentages 
within indicated gates among Rag-GFP- or Rag-GFP+ cells. Shown are typical results 
of ≥ 3 independent experiments. 
 
Figure 2 Peripheral TCR-repertoire skewing is reflected in thymic Rag-GFP- Treg. 
(a) Thymi and spleens of Rag-GFP/Foxp3-Thy1.1 mice were labeled with anti-CD4, 
anti-CD8, anti-Thy1.1 and anti-Vβ mAb. Indicated CD4+CD8-Foxp3-Thy1.1+ 
populations were electronically gated, as shown in Figs. S1 a, b, and analyzed for the 
expression of Vβ5, Vβ6, and Vβ11. (b) Percentages of Vβ5, 6, and Vβ11+ cells 
among Rag-GFP+ and Rag-GFP- cells from the thymi and the spleens (n=9, three 
independent experiments, mean ± SD). ***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05, Mann 
Whitney test. 
 
Figure 3 Rag-GFP- thymic Treg are recirculating peripheral cells. Spleens and thymi 
of Rag-GFP/Foxp3-Thy1.1 and Rag-GFP/Foxp3-Thy1.1/GK mice were labeled with 
anti-CD4, anti-CD8, anti-Thy1.1, and anti-TCRβ mAb. (a) CD4 and CD8 staining of 
electronically gated TCRhi splenocytes. (b) CD4 and CD8 staining of total 
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thymocytes. (c) Foxp3-Thy1.1+ staining on electronically gated CD4+CD8- cells.  (d) 
RAG-GFP signals on CD4+CD8-Foxp3-Thy1.1+ cells. For a quantitative assessment, 
see Fig. 6a. (e) In vitro expanded Treg were labeled with cell trace violet (CTV) and 
i.v. injected into wt mice (8-10x106 cells/mouse). One day after injection, thymocytes 
were analyzed. Foxp3 and CD25 staining on gated CD4+CD8- thymocytes is shown. 
Indicated is the percentage of injected (i.e. CTV+) Treg among CD4+CD8-Foxp3+ 
thymocytes, calculated using the indicated gates (n=3, mean ± SD). 
 
Figure 4 Human peripheral Treg re-enter the thymus. 
Human thymocytes were labelled with anti-CD4, anti-CD8, anti-CD3, anti-CD31, 
anti-CD25, anti-ICOS and anti-FoxP3 mAb. (a) Foxp3+ Treg and Foxp3- Tconv 
CD3+CD4+CD8- thymocytes, electronically gated as in the left-hand panel, were 
analysed for the expression of CD31. Graph represents the proportion of CD31- cells 
among thymic Treg and Tconv (n=16, horizontal lines represent mean values). (b) 
ICOS expression on electronically gated CD31+ (filled histogram) and CD31- (empty 
histogram) thymic Treg. Graph represents the proportion of ICOS+ cells among 
CD31- and CD31+ thymic Treg (n=16, horizontal lines represent mean values). (c) 
FoxP3 expression in CD31-ICOS+ (empty histogram) and CD31+ (filled histogram) 
thymic Treg. (d) T-bet expression in CD31- (empty histogram) and CD31+ (filled 
histogram) thymic Treg. Graph represents the proportion of Tbet+ cells among CD31- 
and CD31+ thymic Treg (n=7, horizontal lines represent mean values). ****p<0.0001; 
***p<0.001, Mann Whitney test. 
 
Figure 5 The proportion of recirculating Treg in the thymus increases with age. 
Thymocytes and splenocytes from Rag-GFP/Foxp3-Thy1.1 mice of indicated age 
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were labeled with anti-CD4, anti-CD8, and anti-Thy1.1 mAb, and analyzed as shown 
in Figs. S1 a, b. Percentages of Foxp3-Thy1.1+ cells among CD4+CD8- (left-hand 
axis) and of Rag-GFP- cells among CD4+CD8-Foxp3+ (right-hand axis) thymocytes 
(a) and splenocytes (c) are depicted as a function of age. Similar analysis performed 
on conventional CD4+CD8-Foxp3- thymocytes (b) and splenocytes (d).  Unless error 
bars are provided (n≥3, mean ± SD), values for individual mice are shown, n=50. 
 
Figure 6 Mature peripheral Treg reentering the thymus inhibit de novo Treg 
development. (a, b) Thymi of 4, 5 and 7 week-old GK/Rag-GFP/Foxp3-Thy1.1 and 
Rag-GFP/Foxp3-Thy1.1 mice were labeled with anti-CD4, anti-CD8, anti-Thy1.1 
mAb. Percentage of (a) Rag-GFP- cells among CD4+CD8-Foxp3-Thy1.1+ Treg and 
(b) Foxp3-Thy1.1+ Treg among CD4+CD8- cells in thymi from wt and GK mice 
(individual mice, lines indicate mean ± SD). In (c) FTOC w/o or with added Treg 
were stained with anti-CD4, anti-CD8, anti-TCR, anti H-2Kb, anti-CD25, and anti-
Foxp3 mAb. Foxp3+ and H-2Kb staining of electronically gated CD4+CD8-TCRhi 
thymocytes (a representative result out of five independently performed experiments). 
(d) Percentage of newly developing endogenous H-2Kb(-) Treg among CD4+CD8-
TCRhi thymocytes (left-hand panel) and of CD4+CD8-TCRhi cells among total 
thymocytes (right-hand panel). Empty symbols: FTOC co-cultured with freshly 
isolated peripheral Treg. Filled symbol: FTOC co-cultured with in vitro expanded 
peripheral Treg. Points linked by lines are of the same experiment. *p<0.05; ns, not 
significant; Wilcoxon matched-pairs test. 
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Supplementary figure legends 
 
Figure S1 Rag-GFP profile of thymic and splenic Foxp3+ and Foxp3- CD4+CD8- 
cells. (a) Thymocytes and (b) splenocytes of Rag-GFP/Foxp3-Thy1.1 mice were 
labeled with anti-CD4, anti-CD8, and anti-Thy1.1 mAb. Foxp3+ and Foxp3- 
CD4+CD8- cells were electronically gated and the Rag-GFP expression profile of each 
population was analyzed. The indicated gates were used to calculate the percentages 
of Rag-GFP+ and Rag-GFP- populations. Numbers indicate percentages of cells within 
indicated electronic gates.  
 
Figure S2 TCR Vβ5 usage of thymic and splenic Foxp3+ and Foxp3- CD4+CD8- 
cells. Thymocytes and splenocytes of Rag-GFP/Foxp3-Thy1.1 mice were labeled with 
anti-CD4, anti-CD8, anti-Thy1.1, and anti-Vβ5 mAb. Percentages of Vβ5+ cells 
among Foxp3- (Tconv) and Foxp3+ (Treg) CD4+CD8- cells from the thymi and the 
spleens were calculated (n=9, three independent experiments, mean ± SD). 
***p<0.001; **p<0.01, Mann Whitney test. 
 
Figure S3 TCR repertoire analysis. (a, b) Thymocytes and splenocytes from Rag-
GFP/Foxp3-Thy1.1 mice were labeled with anti-CD4, anti-CD8, anti-Thy1.1 and anti-
Vβ3, 4, and 14 mAb. Foxp3+CD4+CD8- T cells were electronically gated, as shown in 
Figs. S1 a, b, and analyzed for the expression of Vβ3, 4 and 14. Percentages of Vβ3, 4 
and 14+ cells among Rag-GFP+ and Rag-GFP- from the thymus and the spleen were 
determined (mean ± SD, n=9, three independent experiments). ns, not significant, 
Mann Whitney test. (b) Thymocytes of Rag-GFP/Foxp3-Thy1.1 mice were labeled 
with anti-CD4, anti-CD8, and anti-Thy1.1 mAb. Rag-GFP+ and Rag-GFP- Treg were 
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sorted by flow cytometry, their RNA extracted and retrotranscribed into cDNA. Vb-
Cb PCR were conducted followed by a run-off elongation. Vb-Cb distribution profiles 
are displayed. 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 : Phenotype of thymic and splenic Rag-GFP+ and Rag-GFP- Treg  
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Figure 2 : Peripheral TCR-repertoire skewing is reflected in thymic Rag-GFP- 
Treg  
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Figure 3 : Rag-GFP- thymic Treg are recirculating peripheral cells  
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Figure 4 : Human peripheral Treg re-enter the thymus  
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Figure 5 : The proportion of recirculating Treg in the thymus increases with age  
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Figure 6 : Mature peripheral Treg reentering the thymus inhibit de novo Treg 
development  
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Figure S1 : Rag-GFP profile of thymic and splenic Foxp3+ and Foxp3- CD4+CD8-  
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Figure S2 : TCR Vb5 usage of thymic and splenic Foxp3+ and Foxp3- CD4+CD8-
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Figure S3 : TCR repertoire analysis
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Résultats Annexes 
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Dans l’étude précédente nous avons pu démontrer une boucle de rétro-contrôle négatif 
du développement des Tregs, par la recirculation de Tregs périphériques dans le thymus. De 
façon similaire à la recirculation des Tconvs dans le thymus précédemment démontrée(254), 
nous avons pu mettre également en évidence que la recirculation des Tregs était restreinte à 
des cellules activées. En revanche, contrairement aux Tconvs, la proportion de Tregs 
recirculants augmente avec l’âge et représente près de 40% des Tregs totaux dans le thymus, 
chez les souris âgées de 6 semaines. Ainsi, les différents résultats obtenus sur les mécanismes 
de sélection et sur le choix de lignage Treg ont pu être faussés par la forte présence, dans le 
thymus, de Tregs issus de la périphérie. Suite à ce constat, nous avons analysé si la présence 
d’un ligand agoniste exprimé par les TECs favorise bien le développement des Tregs dans le 
thymus de souris transgéniques Rag2-GFP. Notre équipe s’est, ensuite, intéressée aux 
mécanismes contrôlant la migration des Tregs périphériques dans le thymus. 
  
L’expression d’un ligand agoniste par les TECs favorise le développement thymique des 
Tregs 
 Différents groupes, ainsi que le nôtre ont suggéré que l’interaction avec un ligand 
agoniste exprimé par les TECs augmente le développement thymique des Tregs, et façonne le 
répertoire auto-spécifique des Tregs(53, 315, 316, 318). En accord avec les résultats de la 
littérature, l’augmentation des Tregs spécifiques du ligand agoniste pourrait être due à la 
sélection des Tregs en développement ou à une expansion de Tregs périphériques qui ont 
recirculé dans le thymus. Pour répondre à cette question, nous avons généré des chimères 
hématopoïétiques qui expriment des SuperAntigènes uniquement à la surface les TECs radio-
résistantes dans le thymus. Dans ces chimères, les Tregs en développement et recirculants 
pourront être distingués sur la base de l’expression de la GFP. Comme souris receveuses, 
nous avons choisi d’irradier létalement des souris DBA2 qui présentent entre autre des 
SuperAntigènes endogènes codés par les MTV 3, 7 qui sont des ligands de haute affinité pour 
les TCRs Vβ5 et Vβ6, mais pas pour les TCRs Vβ14(496). Les cellules de moelle osseuse, 
déplétées en LTs, issus de souris B6 Rag2-GFP/Foxp3-Thy1.1 sont utilisées pour reconstituer 
les souris irradiées. Les souris C57Bl/6 ont la particularité de ne pas exprimer la molécule de 
CMH-II, I-E, avec laquelle se lient principalement les SuperAntigènes. Par conséquent, dans 
ces chimères les cellules dendritiques hématopoïétiques d’origines B6 ne pourront pas 
présenter de SuperAntigènes et donc ne pourront pas déléter les LTs spécifiques. Dans les 
chimères B6(Rag2-GFP/Foxp3-Thy1.1)DBA2, seules les TECs (radio-résistantes) 
d’origine DBA2 qui expriment I-E pourront présenter les SuperAntigènes. Nous avons 
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analysé par cytométrie en flux la proportion de ces différents Vβ parmi les lymphocytes T 
régulateurs en développement Rag2-GFP+(Figure 20a). Nous avons observé une 
augmentation substantielle et significative de la proportion de cellules Vβ5+ et Vβ6+, mais pas 
des cellules Vβ14+ parmi les Tregs en développement (Rag2-GFP+) dans le thymus des souris 
receveuses DBA2 comparée à celle des souris receveuses B6 qui nous servent de contrôle 
(Figure 20b,c). En accord avec des résultats similaires de notre équipe(316), nous 
démontrons définitivement qu’un ligand agoniste exprimé par les TECs favorise le 
développement des Tregs spécifiques. Cette conclusion est cohérente avec une étude montrant 
que les TECs présentant un ligand agoniste induisent la différenciation de Tregs Foxp3+, in 
vitro(321). 
 
La recirculation des Tregs est contrôlée par les récepteurs aux chimiokines. 
 Les précurseurs hématopoïétiques(497), les DCs(193, 498) et les LTs activés(1) sont 
capables de migrer dans le thymus. Bien que des molécules d’adhérence soient impliquées, 
l’immigration dans le thymus est contrôlée par l’expression de récepteurs aux chimiokines. 
Nous avons donc évalué le rôle de ces récepteurs dans la recirculation des Tregs périphériques 
dans le thymus. Nous avons réalisé des expériences de transferts adoptifs de Tregs 
périphériques pré-traités à la toxine pertussique (PTX), un pan-inhibiteurs des récepteurs aux 
chimiokines. Les Tregs périphériques d’une souris C57Bl/6 sont purifiés et expandus in vitro, 
avec des anticorps anti-CD3 et anti-CD28 en présence d’IL-2 et de TGF-β afin de maintenir le 
phénotype Treg. Après une semaine de culture, les Tregs sont traités pendant douze heures à 
la PTX et marqués avec un colorant cytosolique le “Cell trace violet” (CTV). Dix millions de 
cellules sont ensuite injectées en i.v dans une souris sauvage (Figure 21a). Le jour suivant 
l’injection, la migration des Tregs dans la rate, la moelle osseuse et le thymus est analysée par 
cytométrie en flux. La fréquence des Tregs injectés marqués au CTV est calculée parmi les 
Tregs totaux CD4+TCRhighCD25+Foxp3+ (Figure 21b). Contrairement à l’entrée des LTs dans 
les noeuds lymphatiques(499), l’entrée des cellules dans la rate s’effectue par des veinules 
sinusoïdales et est indépendante de l’expression des récepteurs au chimiokines(500). Dans la 
rate, nous avons observé que la proportion de Tregs pré-traités avec la PTX est similaire à la 
condition contrôle (Tregs non traités). Ce résultat montre que les Tregs pré-traités à la PTX 
sont capables d’entrer normalement dans la rate démontrant que le traitement n’a pas lésé les 
Tregs en culture (Figure 21c,d). En revanche, la migration des Tregs dans la moelle osseuse 
est contrôlée par l’expression du récepteur au chimiokines CXCR4(501). Le traitement à la 
PTX des Tregs diminue leur migration dans la moelle osseuse, montrant l’efficacité du 
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traitement de la PTX (Figure 21c,d). Concernant la migration des Tregs dans le thymus, 
comme montré dans l’étude précédente, les Tregs injectés non traités sont capables de migrer 
dans cet organe. En revanche, le traitement des cellules à la PTX inhibe drastiquement leur 
migration dans le thymus (Figure 21c,d). L’inhibition des récepteurs aux chimiokines inhibe 
donc la recirculation des Tregs périphériques dans le thymus.  
 
Le récepteur CXCR4 est impliqué dans la recirculation des Tregs dans le thymus 
 L’expression de récepteurs aux chimiokines par les Treg induit leur localisation dans 
différents organes de l’organisme, permettant le maintien de la tolérance immune en 
périphérie(416). CXCR4 est un récepteur aux chimiokines exprimé par les Tregs effecteurs 
migrants dans la moelle osseuse ou infiltrant les tumeurs(418, 501). CXCR4 est également 
exprimé par les précurseurs hématopoïétiques et favorise l’entrée de ces cellules dans le 
thymus(78). Nous avons donc comparé l’expression de CXCR4 parmi les Tregs en 
développement et recirculants dans le thymus de souris transgénique Rag2-GFP/Foxp3-
Thy1.1. Alors que les Tregs GFP+ en développement n’expriment peu ou pas le récepteur aux 
chimiokines CXCR4, les Tregs recirculants GFP- expriment ce récepteur (Figure 21e). Cette 
différence d’expression entre les Tregs recirculants et en développement fait de CXCR4 un 
excellent candidat dans le contrôle de la migration des Tregs périphériques vers le thymus. 
 Nous avons évalué le rôle de CXCR4 dans la recirculation des Tregs, en transférant 
des Tregs périphériques expandus in vitro, dans des souris receveuses pré-traitées avec 
l’AMD3100, un antagoniste spécifique de CXCR4 (Figure 21a). En suivant la même 
stratégie d’analyse (Figure 21b), nous avons observé que le traitement des souris receveuses 
avec l’AMD3100 n’affectait pas la migration des Tregs dans la rate (Figure 21f,g). En 
revanche, comme attendu, le traitement des souris diminue la migration des Tregs dans la 
moelle osseuse montrant que l’AMD3100 est fonctionnel. Le blocage de CXCR4, entraine 
une diminution de près de 50% de la proportion de Tregs qui ont migré dans le thymus des 
souris pré-traitées à l’AMD3100(Figure 21f,g). Donc le récepteur aux chimiokines CXCR4 
est impliqué dans la recirculation des Tregs périphériques dans le thymus. 
 
En conclusion, nous avons démontré que la recirculation des Tregs périphériques est un 
processus actif qui est dépendant des récepteurs aux chimiokines. Nous avons également 
démontré que le récepteur CXCR4 est impliqué dans ce processus. Le traitement des souris à 
l’AMD3100 entraine une diminution de la recirculation des Tregs périphériques mais ne 
l’inhibe pas totalement. Il est donc possible d’imaginer que d’autres récepteurs aux 
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chimiokines ou que des molécules d’adhérence comme les intégrines soient également 
impliquées dans ce mécanisme, comme démontré pour l’entrée des précurseurs 
hématopoïétiques qui utilisent CXCR4, CCR9, CCR7 et les intégrines pour migrer dans le 
thymus(84). 
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Figure 20 : La présentation de SuperAntigènes par les TECs augmente la différenciation 
thymique des Tregs Rag2-GFP+CD4SPFoxp3+ 
(a) : Les thymocytes issus des chimères hématopoïétiques Rag2-GFP/Foxp3-Thy1.1 B6 et 
Rag2-GFP/Foxp3-Thy1.1 DBA2 sont marqués avec des anticorps monoclonaux anti-CD4, 
anti-CD8, anti-Thy1.1, anti-Vβ5, anti-Vβ6 et anti-Vβ14. La proportion Treg exprimant les 
différents Vβs est calculée parmi les cellules Rag2-GFP+CD4SPFoxp3+.  
(b, c) : Histogrammes représentatifs (b) et quantification (c) des proportions des cellules Vβ5+, 
6+ et 14+ parmi les Tregs en développement dans le thymus des chimères B6 ou DBA2. 
Les histogrammes représentent la moyenne ± SD de 5 chimères hématopoïétiques par groupe 
dans 2 expériences indépendantes. Le test de Mann Whitney a été utilisé pour déterminer la 
significativité statistique (***p<0,001, ****p<0,0001, ns : non significatif). 
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Figure 21 : Le blocage des récepteurs aux chimiokines et de CXCR4 diminue la 
migration des Tregs dans le thymus. 
(a) : Les Tregs issus de rates de souris C57BL/6 sont expandus in vitro en présence 
d’anticorps anti-CD3 et anti-CD28, d’IL-2 et de TGF-β, pendant 7 jours. Les cellules sont en 
suite marquées avec le « Cell Trace Violet » et injectées i.v. dans une souris sauvage. Dans 
ces expériences, les Tregs sont traités ou non à la toxine pertussique (PTX) (c, d) ou bien les 
Tregs sont injectés dans des souris pré-traitées ou non à l’AMD3100 (f, g). Le jour suivant 
l’injection, les cellules de la rate, de la moelle osseuse et du thymus sont marquées avec des 
anticorps monoclonaux anti-CD4, anti-CD8, anti-CD25 et anti-Foxp3 et sont analysées par 
cytométrie en flux. La proportion des Treg injectés (CTV+) parmi les lymphocytes CD4SP 
TCRhigh Foxp3+ est calculée en utilisant les fenêtres montrées en (b, c) : Quantification (d) de 
la proportion de Tregs injectés, traités ou non à la PTX, dans les différents organes.  
(e) : Profil d’expression du récepteur aux chimiokines CXCR4 et de la GFP par les Tregs 
dans le thymus de souris RAG2-GFP/Foxp3-Thy1.1.  
(f, g) : Histogrammes représentatifs (f) et quantification (g) de la proportion de Tregs injectés 
(CTV+) dans les différents organes des souris receveuses pré-traitées ou non à l’AMD3100.  
Les histogrammes représentent la moyenne (n=3) ± SD du pourcentage de Treg CTV+ 
normalisé aux conditions contrôles. Le test de Student a été utilisé pour déterminer la 
significativité statistique (n=3, *p<0,05, ***p<0,001). 
CTV : Cell Trace Violet ; M.O : Moelle osseuse ; PTX : Toxine pertussique  
 
  
 112 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 20 : La présentation de SuperAntigènes par les TECs augmente la différenciation 
thymique des Tregs Rag2-GFP+CD4SPFoxp3+ 
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Figure 21 : Le blocage des récepteurs aux chimiokines et de CXCR4 diminue la 
migration des Tregs dans le thymus 
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Figure 22 : Modèle de la recirculation des lymphocytes Tregs périphériques dans le 
thymus et perspectives d’étude 
Les résultats obtenus par notre laboratoire et les résultats précédents de la littérature ont 
permis d’établir un modèle de la recirculation des Tregs périphériques dans le thymus.          
00Après s’être développés dans le thymus, les Tregs migrent vers la périphérie pour rejoindre 
les organes lymphoïdes secondaires.     Les Tregs portant un TCR spécifique pour un antigène 
(probablement du soi) présentés à la surface des DCs, sont alors continuellement activés, ce 
qui permet leur maintien en périphérie.    Une fraction des Tregs activés en périphérie migrent 
dans le thymus via un mécanisme dépendant des récepteurs aux chimiokines dont CXCR4.         
00La proportion de Tregs recirculants dans le thymus augmente avec l’âge et restreint la 
génération de nouveaux Tregs. Ainsi cette boucle de rétro-contrôle négatif inhibe la 
différenciation et la migration en périphérie de nouveaux Tregs et ouvrent différentes 
perspectives d’études (en rouge) 
CTLA-4 : Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 ; CXCR : Récepteur aux chimiokines 
CXC ; DC : Cellule dendritique ; RTE : Recent thymic emigrant ; Treg : Lymphocyte T 
régulateur 
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L’utilisation du modèle de souris transgénique Rag2-GFP a permis à plusieurs 
laboratoires de constater l’existence dans le thymus de deux populations de Tregs : une 
première Rag2-GFP+ en développement et une seconde Rag2-GFP-, mature dont l’origine 
restait indéterminée(91, 286, 287).  
Pendant ma thèse, j’ai montré que les Tregs matures Rag2-GFP- présents dans le 
thymus sont en grande partie des cellules recirculantes provenant de la périphérie. J’ai ensuite 
pu identifier un des mécanismes impliqués dans la recirculation de ces cellules dans le thymus 
et évaluer les conséquences de ce processus sur le développement des LTs. 
 
Les Tregs Rag2-GFP- dans le thymus sont des Tregs effecteurs provenant 
majoritairement de la périphérie 
Pour démontrer que les Tregs Rag2-GFP- thymiques sont des cellules recirculantes 
trois types d’analyses ont été menées dans notre laboratoire: 
1. Analyse du phénotype 
Plusieurs études montrent qu’en périphérie, les Tregs sont présents à différents stades 
de maturation caractérisés par des phénotypes spécifiques : des Tregs naïfs 
CCR7highCD44lowCD62L+CD103- et des Tregs effecteurs CCR7lowCD44highCD62L-CD103+ 
activés suite à leur rencontre avec un antigène présenté par une CPA (389, 393). Nous avons 
alors comparé les phénotypes des populations de Tregs Rag2-GFP+ et Rag2-GFP-, retrouvées 
dans le thymus et dans la rate. Contrairement aux Tregs Rag2-GFP+ en développement, la 
population thymique de Tregs matures Rag2-GFP- est CCR7lowCD44highCD62L-CD103+. Les 
Tregs Rag2-GFP- dans le thymus présentent donc un phénotype de type effecteur, très distinct 
de celui des Tregs en développement. 
Récemment, il a été démontré que les Tregs activés en périphérie pouvaient se 
polariser et ainsi adapter leurs fonctions inhibitrices à une réponse immune particulière (392). 
Ces Tregs polarisés expriment différents facteurs de transcriptions et récepteurs aux 
chimiokines leur permettant de contrôler différentes réponses immunes et de migrer vers les 
sites inflammatoires. Parmi les Tregs Rag2-GFP-, nous avons pu détecter une importante 
proportion de cellules exprimant les récepteurs aux chimiokines CXCR3 et CCR6, 
contrairement aux Tregs Rag2-GFP+ en développement. Ces récepteurs aux chimiokines 
CXCR3 et CCR6 sont spécifiquement exprimés par les Tregs polarisés qui inhibent 
respectivement les réponses immunes Th1 et Th17(406, 409). Ces résultats suggèrent donc 
que les Tregs recirculants dans le thymus sont des cellules qui se sont préalablement activées 
et polarisées en périphérie.  
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Deux études indépendantes ont suggéré que l’expression de la neuropilin-1 (Np-1) par 
les Tregs permettait la distinction entre les nTregs (Np-1+) et les iTregs (Np-1-) (301, 302). En 
analysant l’expression de la neuropilin-1 par les différentes populations thymiques et 
spléniques de Tregs dans la souris Rag2-GFP, nous avons pu observer que les Tregs 
recirculants exprimaient de façon homogène un niveau élevé de neuropilin-1. Cette 
observation suggère que la recirculation des Tregs dans le thymus serait restreinte aux nTregs. 
Cependant des données contradictoires de la littérature montrent que la neuropilin-1 n’est pas 
spécifiquement exprimée par les nTregs mais également par des iTregs générés dans des 
conditions inflammatoires(301, 303). Afin d’évaluer si les iTregs sont aussi capables de 
recirculer dans le thymus, nous pourrons réaliser des expériences de transferts adoptifs, et 
analyser l’entrée dans le thymus des souris hôtes d’ iTregs générés in vitro et in vivo. Si les 
iTregs migrent dans le thymus, il sera intéressant d’étudier leur influence sur le 
développement des LTs. 
2. TCR répertoire 
A la suite de son activation, la population de Tregs en périphérie subit des événements 
de délétions ou d’expansions. En analysant le répertoire de TCR des Tregs Rag2-GFP+ et 
Rag2-GFP-dans le thymus et la rate, nous avons observé que le façonnement périphérique du 
répertoire TCR des Tregs était reflété dans le thymus au sein de la population de Tregs 
matures Rag2-GFP-. Ces résultats signifient donc que les Tregs Rag2-GFP- présents dans le 
thymus ont rencontré leurs antigènes en périphérie, sont activés puis ont migré vers le thymus. 
Ces observations concordent avec des études précédentes qui ont démontré que la 
recirculation des Tconvs CD4+ et CD8+ périphériques dans le thymus était majoritairement 
restreinte aux cellules activées(250, 254). 
Ces analyses montrent aussi que le répertoire de TCR des Tregs Rag2-GFP- thymiques 
diffère de celui des Tregs en développement. Etant donné la grande proportion de Tregs 
recirculants présents dans le thymus de souris adultes, nos données remettent en cause les 
analyses du répertoire de TCR des Tregs thymiques faites jusqu’à présent (307, 308, 502). En 
effet, ces expériences sont biaisées par la présence de Tregs activés périphériques qui ont 
recirculé dans le thymus. Il sera donc important de réaliser à nouveau ces analyses en utilisant 
les Tregs thymiques Rag2-GFP+. Ces données permettront de comparer le répertoire réel des 
Tregs en développement au répertoire des Tregs périphériques (ou des Tconvs).  
3. Analyse des souris Rag2-GFPxGK 
Nous avons généré des souris Rag2-GFPxGK chez lesquelles les LTs CD4+ 
périphériques sont déplétés de manière constitutive. Nous avons observé que dans le thymus 
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de ces souris, la proportion des Tregs matures Rag2-GFP- était fortement réduite par rapport 
aux souris Rag2-GFP, ce qui nous a permis de conclure sur l’origine périphérique de la 
grande majorité des Tregs matures thymiques. Cependant ces données mettent également en 
évidence l’existence d’une population thymique « résiduelle » de Tregs Rag2-GFP- dans ce 
modèle murin. 
Cette population thymique pourrait être constituée de Tregs résidents ou de Tregs 
provenant de la périphérie qui résistent à l’apoptose. Pour vérifier cette hypothèse, nous 
pourrons analyser leur phénotype (e.g : CD103, un marqueur d’activation des Tregs en 
périphérie). Si cette population provient de la périphérie, alors son phénotype devrait être 
similaire à celui des Tregs Rag2-GFP- thymiques et périphériques des souris non GKs, le cas 
contraire suggérerait que ces cellules résident dans le thymus. 
S’il s’avère que ces Tregs « résiduels » constituent une population de cellules 
résidentes du thymus il sera important d’évaluer leur rôle au sein de cet organe. Des données 
de la littérature indiquent que des Tregs résident dans des tissus non lymphoïdes sains ou 
présentant une inflammation modérée (e.g : tissu adipeux ou muscles squelettiques)(503). Ces 
Tregs possèdent des propriétés phénotypiques et fonctionnelles spécifiques des tissus dans 
lesquelles ils résident. Ces cellules semblent alors être dédiées au maintien de l’intégrité des 
tissus. Par analogie, les Tregs résidents dans le thymus pourraient assurer l’intégrité de ce 
dernier en modulant les réponses immunitaires capables de survenir dans cet organe(504). 
Cependant, il n’est pas exclu que ces Tregs résidents puissent comme les Tregs recirculants, 
inhiber la différenciation de novo des Tregs Cette dernière hypothèse pourra être vérifiée en 
analysant le développement des Tregs dans des FTOCs où des Tregs thymiques Rag2-GFP- 
issus de souris Rag2-GFPxGK on été ajoutés. 
 
L’ensemble de ces analyses démontre que les Tregs thymiques matures Rag2-GFP- 
sont des cellules d’origine périphérique qui suite à leur activation ont recirculé dans le thymus. 
Pour confirmer et approfondir ces résultats nous procèderons à une étude transcriptomique sur 
les populations de Tregs matures Rag2-GFP+ et en développement Rag2-GFP- présentes dans 
le thymus et dans la périphérie des souris Rag2-GFP. Ainsi, nous chercherons à savoir si les 
Tregs recirculants et en développement sont fonctionnellement distincts en comparant 
l’expression de groupes de gènes d’activation et de fonction propres aux Tregs. Cette même 
analyse sera également réalisée sur les populations thymiques des souris Rag2-GFPxGK afin 
de déterminer l’origine des Tregs matures « résiduels ». 
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La recirculation des Tregs chez l’Homme 
 En parallèle des études menées chez la souris, nous nous sommes également intéressés 
à la recirculation des Tregs chez l’Homme. Dernièrement chez l’Homme, il a été montré que 
la molécule PECAM-1 (CD31) était exprimée par les LTs CD4+ qui avaient récemment quitté 
le thymus(486). En se basant sur l’expression de cette molécule, nous avons détecté la 
présence de Tregs périphériques CD31- dans les thymi humains. Cette observation montre que 
la recirculation des Tregs périphériques dans le thymus est un processus ayant lieu également 
chez l’Homme. Une étude récente du groupe de Liu montre que parmi les Tregs thymiques, 
une proportion de cellules expriment ICOS, un marqueur d’activation des Tregs (487). Nous 
avons donc analysé l’expression de ce marqueur d’activation et de différenciation par les 
Tregs en développement CD31+ et les Tregs recirculants CD31- présents dans le thymus. 
Nous avons observé qu’une proportion importante de Tregs CD31- exprimait la molécule 
ICOS contrairement aux Tregs CD31+. De plus, les Tregs CD31-ICOS+ expriment un niveau 
élevé de Foxp3 caractéristique des Tregs activés en périphérie (423). Ces données attestent 
que chez l’Homme des Tregs activés en périphérie sont capables de recirculer dans le thymus. 
Enfin nous avons analysé l’expression de différents facteurs de transcriptions exprimés par les 
Tregs polarisés (T-bet, GATA3 et RORγt)(505). Nous avons pu mettre en évidence qu’une 
proportion importante de Tregs CD31- expriment le facteur de transcription T-bet spécifique 
des « Tregs-Th1 like » polarisés en périphérie alors que ce n’est pas le cas parmi les Tregs en 
développement. Ceci confirme que, chez l’homme, suite à leur activation en périphérie, des 
Tregs effecteurs sont capables de migrer vers le thymus. Concernant les facteurs de 
transcription GATA3 et RORγt, nous n’avons pas pu observer l’expression de ces deux 
facteurs par cytométrie en flux. Or parmi les différentes études qui ont étudié la polarisation 
des Tregs chez l’Homme, seul le facteur de transcription T-bet a été détecté par cytométrie en 
flux, alors que la technique de RT-qPCR a été employé pour les expressions de GATA-3 et 
RORγt. Afin de déterminer si les Tregs recirculants peuvent être également polarisés en 
« Treg-Th17 like » ou «Treg-Th2 like » nous analyserons donc l’expression de ces facteurs de 
transcriptions par RT-qPCR chez les Tregs CD31+ et CD31- purifiés de thymi humains. 
 
 Nous avons démontré, chez la souris, que les Tregs périphériques inhibaient le 
développement de novo des Tregs dans le thymus chez la souris, cependant cette conséquence 
fonctionnelle de la recirculation des Tregs reste à être évaluée chez l’Homme. Les groupes de 
Liu a démontré que les populations de Tregs ICOS+ et ICOS- possédaient des fonctions 
immuno-suppressives différentes. En effet, les Tregs ICOS- produisent un fort taux de TGF-β 
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et les Tregs ICOS+ produisent de l’IL-10 qui inhibe l’expression de la molécule de co-
stimulation CD86 à la surface des DCs (487). Or les DCs thymiques activées par la TSLP 
sont capables de générer in vitro des Tregs à partir de thymocytes CD4+CD25-(488). Ces 
données de la littérature amènent à penser que les Tregs recirculants pourraient inhiber 
l’activation des DCs et par conséquent le développement de novo des Tregs chez l’Homme. Il 
sera possible de déterminer si les Tregs recirculants dans le thymus sont capables d’inhiber la 
génération de Tregs in vitro. Nous analyserons la proportion de Tregs générés à partir de 
thymocytes CD31+CD4+CD25-Foxp3- co-cultivés avec des Tregs recirculants CD31- en 
présence de DCs thymiques activées avec la TSLP et mesurerons la proportion des Tregs 
nouvellement générés. 
 
Le développement des Tregs Rag2-GFP+ 
 Nos analyses cinétiques montrent que la recirculation des Tregs est un processus qui 
intervient précocement chez la souris et que la proportion de Tregs recirculants augmente 
avec l’âge dans le thymus. Nous avons observé que chez des souris adultes âgées de six 
semaines, la proportion des Tregs recirculants représente près de 40% de la population totale 
des Tregs thymiques. Or, différents groupes étudiant le développement des Tregs dans le 
thymus utilisent des souris adultes, ce qui inclut les Tregs recirculants dans leurs analyses. 
Nos observations amènent donc à réévaluer ces études qui ne distinguent pas les Tregs en 
développement de ceux qui ont recirculé depuis la périphérie. 
 Concernant les mécanismes impliqués dans le développement thymique des Tregs, 
plusieurs groupes ont démontré que l’expression d’un ligand agoniste par les TECs et les DCs 
augmentait la proportion de Tregs spécifiques dans le thymus(309, 315, 316, 322). Notre 
équipe s’est donc intéressée à déterminer si cette augmentation était due à  une sélection des 
Tregs en développement ou à une expansion des Tregs qui ont recirculé de la périphérie. Pour 
tester cette hypothèse, nous avons généré des chimères hématopoïétiques DBA2 reconstituées 
avec de la moelle osseuse issue de souris B6 Rag2-GFP. Dans ces chimères, seules les TECs 
d’origine DBA2 sont capables de présenter des SuperAntigènes, les Tregs en développement 
eux sont discriminés sur la base de la fluorescence de la GFP. Or dans le thymus de ces 
chimères, la proportion de Tregs en développement spécifique des SuperAntigènes augmente 
en comparaison de celle des Tregs non spécifiques. Ces données confirment les études 
précédentes et démontrent que l’épithélium thymique est impliqué dans le développement des 
Tregs. Le rôle des DCs dans le développement des Tregs a été évalué en injectant à des souris 
TCR transgéniques des doses croissantes d’antigène qui ont entrainé une augmentation dose 
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dépendante de la proportion de Tregs dans le thymus et une délétion de ces derniers à fortes 
doses(322). De façon similaire aux TECs, pour confirmer le rôle des DCs dans le 
développement des Tregs, nous pourrions analyser la proportion de Tregs Rag2-GFP+ dans le 
thymus en fonction de dose croissante d’antigène injecté dans des souris Rag2-GFP croisées 
avec des souris transgéniques codant pour un TCR spécifique de l’antigène injecté. 
Par ailleurs, il a été montré que l’IL-2 et la molécule CD28 étaient nécessaires au 
développement des Tregs. En effet, chez les souris IL-2-/- (ou CD25-/-) ou CD28-/-, la 
proportion de Tregs dans le thymus est réduite (311, 357). Cependant, l’analyse de la 
périphérie montre également une forte diminution des Tregs, ce qui démontre l’implication de 
ces voies dans l’homéostasie périphérique de ces derniers. Dès lors, la diminution de la 
proportion de Tregs observée dans le thymus de ces souris, pourrait être causée par une 
moindre recirculation des Tregs périphériques. Pour évaluer le rôle de l’IL-2 et de CD28 dans 
le développement des Tregs, nous pourrions analyser la proportion de Tregs Rag2-GFP+ dans 
le thymus de souris Rag2-GFP déficientes pour l’IL-2 (ou CD25) ou pour CD28. 
 A terme, ces analyses permettront de discriminer les mécanismes cellulaires et 
moléculaires strictement liés à la génération thymique des Tregs de ceux impliqués dans leur 
homéostasie périphérique qui influencent leur recirculation dans le thymus. Les résultats 
obtenus apporteront ainsi une meilleure compréhension du développement thymique des 
Tregs.  
 
Les mécanismes impliqués dans la recirculation des Tregs périphériques dans le thymus 
 En périphérie, les Tregs activés expriment un large panel de récepteurs aux 
chimiokines afin de migrer vers des organes non lymphoïdes et vers différents sites 
inflammatoires(416). Nous avons examiné si ces récepteurs pouvaient être impliqués dans la 
migration des Tregs périphériques vers le thymus en procédant à des expériences de transferts 
adoptifs dans des souris sauvages de Tregs pré-traités à la PTX. Nous avons observé que le 
traitement des cellules bloquait leur migration dans le thymus des souris hôtes. Les récepteurs 
aux chimiokines participent donc activement à la recirculation des Tregs périphériques dans le 
thymus. Plus particulièrement, il a été démontré que le récepteur CXCR4, était impliqué dans 
l’entrée des précurseurs hématopoïétiques dans le thymus. Pour déterminer le rôle de ce 
dernier dans la recirculation des Tregs, nous avons réalisé une expérience similaire à la 
précédente mais ici en bloquant spécifiquement le récepteur CXCR4 grâce au traitement des 
souris receveuses avec de l’AMD3100. Nous avons observé que le blocage de ce récepteur 
réduit de près de 50% la migration des Tregs vers le thymus démontrant l’implication de 
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CXCR4 dans la recirculation des Tregs périphériques (Figure 22). La différence du degré 
d’inhibition de la recirculation des Tregs obtenue entre les traitements à la PTX et à 
l’AMD3100 peut être due à une moindre efficacité de l’AMD3100 ou à un rôle redondant de 
CXCR4 dans la migration des Tregs périphériques vers le thymus.  
Sachant que l’absence de CXCR4 est létale pendant le développement 
embryonnaire(78), pour tester cette première hypothèse, nous réaliserons des expériences de 
transferts adoptifs de Tregs dont l’expression de CXCR4 a été supprimé via la transduction 
shRNA anti-CXCR4, ou de Tregs issus de souris Foxp3crex CXCR4lox/lox. Quant à la seconde 
hypothèse, elle implique que d’autres récepteurs soient également impliqués dans cette 
recirculation. Or, l’entrée des précurseurs hématopoïétiques dans le thymus est également 
contrôlée par les récepteurs CCR7 et CCR9 qui sont connus pour agir en synergie avec 
CXCR4(78). Le récepteur CCR9 intervient également dans la migration des pDCs 
périphériques vers le thymus(193). Par ailleurs, deux autres récepteurs aux chimiokines sont 
des candidats intéressants, il s’agit de CCR2 qui contrôle la migration des cDCs vers le 
thymus (498) et de CCR6 dont nous avons démontré qu’il était majoritairement exprimés par 
les Tregs recirculants. La contribution de ces différents récepteurs aux chimiokines dans la 
recirculation des Tregs périphériques dans le thymus, pourra être analysée dans des 
expériences de transferts adoptifs de Tregs issus de souris déficientes pour ces récepteurs aux 
chimiokines. Ces mêmes expériences pourront également être réalisées dans des souris 
receveuses pré-traitées à l’AMD3100 afin de bloquer le récepteur CXCR4 et d’évaluer 
d’éventuels effets additifs sur la recirculation des Tregs dans le thymus.  
  
L’adressage des précurseurs dans le thymus est également dépendant d’autres 
mécanismes. Leur entrée dépend de leur liaison via PSGL-1 et les intégrines α4β1 et αLβ2 
avec respectivement la P-sélectine, VCAM-1 et ICAM-1 exprimés à la surface de 
l’endothélium thymique(72, 84). La migration des DCs vers le thymus est aussi contrôlée par 
la P-sélectine ainsi que par l’interaction de l’intégrine VLA-4 (α4β1) avec son ligand VCAM-
1(506). Chez le rat, l’entrée dans le thymus de LTs activés est dépendante de l’interaction 
entre VLA-4 et VCAM-1(507). Enfin chez la souris AKR, qui souffre d’une hyperplasie du 
thymus, l’immigration des cellules T dans le thymus est contrôlée par l’interaction entre 
l’intégrine α4β7 et son ligand MadCAM-1(508). L’implication de ces différentes molécules 
d’adhérence dans la recirculation des Tregs dans le thymus pourra être évaluée par 
l’utilisation d’anticorps bloquants dirigés contre ces dernières. 
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Enfin, l’analyse du transcriptome qui sera réalisée pourra révéler l’expression 
différentielle de récepteurs aux chimiokines et de molécules d’adhérence par les Tregs 
recirculants dans le thymus, ce qui permettrait d’identifier différents candidats impliqués dans 
la recirculation de ces cellules. 
 
Inhibition du développement de novo des Tregs par les Tregs recirculant dans le thymus  
Après avoir prouvé l’existence d’une recirculation des Tregs, nous avons évalué si 
l’âge des souris affectait cette dernière. Nous avons alors pu constater que la proportion de 
Tregs recirculants Rag2-GFP- s’accroit avec l’âge. Or la proportion de Tregs thymiques totaux 
reste relativement constante indiquant qu’avec l’âge la production thymique de Tregs, 
autrement dit la proportion de Tregs Rag2-GFP+, diminue. En accord avec cette observation, 
la fraction de Tregs récemment émigrés (RTE Rag2-GFP+) baisse également. Il apparait donc 
une corrélation inverse entre la proportion de Tregs Rag2-GFP- recirculants dans le thymus et 
la proportion de Tregs Rag2-GFP+ se développant de novo dans le thymus. 
Des analyses similaires menées chez les souris Rag2-GFPxGK révèlent que malgré une 
diminution de la proportion de Tregs recirculants dans le thymus, la proportion des Tregs 
totaux reste stable avec l’âge et comparable à une souris Rag2-GFP. Il apparaît donc qu’en 
absence de Tregs recirculants, le développement thymique des Tregs est accentué.  
L’ensemble de ces résultats suggère que les Tregs recirculants inhibent la génération de novo 
de Tregs dans le thymus. Afin d’établir cette relation de cause à effet, nous avons réalisé des 
cultures de lobes thymiques foetaux (FTOC) auxquelles nous avons ajouté des Tregs 
périphériques matures. Nous avons alors pu confirmer que l’ajout de Tregs matures 
périphériques inhibait la génération thymique de Tregs dans les cultures FTOC, démontrant 
ainsi l’existence d’une boucle de rétrocontrôle négatif des Tregs périphériques sur le 
développement de ces cellules (Figure 22). 
 Les mécanismes responsables de l’inhibition du développement de novo des Tregs par 
les Tregs recirculants restent à être déterminés. Ceux-ci peuvent être multiples, étant donné 
les nombreux mécanismes immuno-suppressifs utilisés par les Tregs en périphérie pour 
inhiber l’activation des Tconvs. La déprivation du milieu en cytokines de survie par les Tregs 
fait partie de ces mécanismes immuno-suppressifs puisqu’elle induit l’apoptose des Tconvs 
présents dans le micro-environnement(509). Or, différentes études ont démontré que l’IL-2 et 
l’IL-15 sont des cytokines importantes dans le développement et la survie des Tregs dans le 
thymus(359, 361). Les Tregs recirculants pourraient alors consommer ces cytokines présentes 
dans le thymus et ainsi inhiber la différenciation et la survie des Tregs en développement. De 
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même, il a été récemment montré qu’une forte stimulation du TCR conduisait à l’expression 
par les Tregs en développement, de molécules (GITR, OX40 et TNFR2) appartenant à la 
superfamille des récepteurs au TNF (TNFRSF)(354). La liaison de ces récepteurs avec leurs 
ligands, exprimés à la surface des CPAs thymiques, permet l’augmentation de CD25 à la 
surface des Tregs. Ainsi les TNFRSF, en augmentant la sensibilité des Tregs à l’IL-2, 
favorisent le développement et la survie de ces derniers dans le thymus(354). Les Tregs 
recirculants qui expriment également ces récepteurs pourraient donc interagir avec les CPAs 
thymiques, entrer en compétition pour ces ligands et inhiber la différenciation et la survie des 
Tregs en développement. Pour tester ces différentes hypothèses, nous procéderons à de 
nouvelles FTOC en présence de Tregs matures périphériques mais en supplémentant le milieu 
de culture en IL-2, IL-15 ou en présence de Tregs matures transduits avec des shRNA dirigés 
contres les transcrits des TNFRSF.  
D’autre part, les Tregs inhibent la maturation des DCs par les interactions de CTLA-4 
avec les molécules de co-stimulation CD80, CD86 (510) et de LAG-3 avec les molécules de 
CMH-II(428) qui entrainent une diminution de l’expression de ces molécules de co-
stimulation à la surface des DCs. Or de récents travaux montrent que l’interaction de CD28 
avec les molécules CD80, CD86 est nécessaire au développement des Tregs(422). Nous 
pouvons alors émettre l’hypothèse selon laquelle les Tregs recirculants pourraient, en 
interagissant avec les CPAs thymiques, inhiber l’expression des molécules CD80/CD86 par 
ces dernières et ainsi empêcher la génération de nouveaux Tregs. Pour tester cette hypothèse, 
nous procéderons à des FTOCs auxquelles nous ajouterons des Tregs transduits avec des 
shRNA dirigés contre les transcrits de CTLA-4 ou LAG-3. Nous pouvons également mener 
des analyses cytométriques visant à mesurer le niveau d’expression des molécules de co-
stimulation CD80 et CD86 par les DCs et les TECs présentes dans les thymi de souris Rag2-
GFPxGK chez lesquelles la recirculation des Tregs est abolie. Ces expériences permettraient 
d’établir un mécanisme de contrôle du développement des Tregs via l’inhibition des fonctions 
de CPAs thymiques par les Tregs recirculants. 
 
Modèle de la recirculation des Tregs périphériques et implications physiopathologiques 
 Nous avons démontré l’existence d’une recirculation vers le thymus des Tregs activés 
en périphérie chez la souris et chez l’Homme. Nous avons également prouvé que ces Tregs 
périphériques inhibent le développement de novo des Tregs, révélant ainsi l’existence d’une 
boucle de rétrocontrôle négatif qui augmente au cours du vieillissement.  
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L’ensemble de nos données nous permet d’établir un modèle de cette boucle de rétrocontrôle. 
En effet le groupe de Salomon a démontré qu’en périphérie, à la suite de la rencontre de leur 
antigène (vraisemblablement des antigènes du soi), les Tregs sont activés continuellement et 
prolifèrent. Cette activation permet le maintien à long terme d’une population de Tregs 
« utiles » dans les organes lymphoïdes secondaires (389). Nous proposons que cette activation 
induise également la migration d’une partie desTregs périphériques vers le thymus où ces 
derniers inhibent le développement et l’émigration de nouveaux Tregs. La recirculation des 
Tregs vers le thymus aurait alors pour conséquence fonctionnelle d’éviter la dilution du 
répertoire des Tregs périphériques « utiles » (ayant déjà rencontré leur antigène) et d’assurer 
ainsi le maintien d’une tolérance périphérique efficace (Figure 22). 
 
Plusieurs conséquences physiopathologiques de la recirculation des Tregs dans le 
thymus peuvent être envisagées. Premièrement l’apparition de maladies auto-immunes 
pourrait être favorisée par une recirculation trop précoce ou trop importante qui conduirait à 
une rupture de la tolérance en périphérie. Or, nos données préliminaires rapportent que la 
proportion de Tregs recirculants chez la souris NOD, qui développe spontanément un diabète 
auto-immun de type I, est plus importante que chez les souris C57Bl/6 âgées du même âge. 
Le groupe de Dyson a comparé la diversité du répertoire de TCR des Tregs thymiques de la 
souris NOD avec celui de la souris C57Bl/6. Ils ont constaté que cette diversité était plus 
restreinte chez la souris NOD. Il semble donc exister une corrélation inverse entre la diversité 
du répertoire de TCR des Tregs thymiques et la proportion de Tregs recirculants. Si cette 
corrélation s’avère exacte les Tregs recirculants restreindraient le répertoire de TCR des Tregs 
en développement ce qui pourrait avoir comme conséquence de moduler la susceptibilité des 
individus à développer des pathologies auto-immunes.  
Deuxièmement, l’apparition de cancer et d’infection augmente considérablement avec 
l’âge, causée par une diminution de l’efficacité du système immunitaire. Or des études ont 
montré que les Tregs contrôlent les réponses anti-infectieuses et anti-tumorales, empêchant 
l’élimination de pathogènes et de cellules tumorales de l’organisme (460, 461, 475). Avec 
l’âge, la recirculation des Tregs périphériques pourrait éviter le développement et la sortie du 
thymus de Tregs spécifiques d’antigènes dérivés de pathogènes ou d’antigènes tumoraux, ce 
qui aurait pour conséquence d’empêcher l’inhibition des réponses associées. La recirculation 
des Tregs pourrait alors, avoir un effet bénéfique pour l’organisme en permettant au système 
immunitaire de lutter plus efficacement contre différentes infections et contre le 
développement tumoral. 
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Toutefois, les études visant à définir l’impact de la recirculation des Tregs sur 
l’apparition de maladies auto-immunes ou sur l’efficacité des réponses anti-infectieuses et 
tumorales présentent une difficulté expérimentale importante. En effet, cela nécessite 
l’identification au préalable d’un mécanisme impliqué spécifiquement dans la migration des 
Tregs vers le thymus. Par exemple, bien que nous ayons démontré que CXCR4 soit impliqué 
dans la recirculation des Tregs dans le thymus, ce récepteur permet également l’entrée des 
Tregs activés dans la moelle osseuse et ne peut donc pas être utilisé dans ces expériences pour 
évaluer les conséquences physiopathologiques de la recirculation des Tregs. Après avoir 
identifié les molécules spécifiquement impliquées dans cette migration, nous pourrons déléter 
les gènes correspondants dans les Tregs Foxp3+ via la technologie Cre-lox. Il serait alors 
possible d’évaluer les conséquences physiopathologiques de l’absence de la recirculation des 
Tregs dans le thymus dans des modèles d’auto-immunités spontanées (souris NOD) ou induits 
(modèle d’EAE), ou encore dans des modèles infectieux ou de cancer (Figure 22). 
 
En conclusion, les résultats obtenus pendant ma thèse mettent en évidence une boucle 
de rétro-contrôle négatif du développement thymique des Tregs par les Tregs recirculants 
activés en périphérie. A notre connaissance, ces résultats impliquent pour la première fois 
qu’une population mature de lymphocytes T régule la différenciation de ses précurseurs. La 
recirculation des Tregs établit un lien étroit entre les réponses immunitaires périphériques et 
la thymopoïèse. Pour aller plus loin, il sera nécessaire d’étudier l’implication de la 
recirculation des Tregs périphériques dans le thymus sur l’établissement d’une tolérance 
immune efficace dans différents modèles physiopathologiques. 
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Increased thymic development of regulatory T cells in
NOD mice is functionally dissociated from type I
diabetes susceptibility
Julie Tellier∗1,2,3, Andry Andrianjaka∗1,2,3, Rita Vicente1,2,3,
Nicolas Thiault1,2,3, Genevie`ve Enault1,2,3, Henri-Jean Garchon4,
Joost P. M. van Meerwijk1,2,3 and Paola Romagnoli1,2,3
1 Inserm, U1043, Toulouse, France
2 CNRS, U5282, Toulouse, France
3 Universite` de Toulouse, UPS, Centre de Physiopathologie de Toulouse Purpan (CPTP),
Toulouse, France
4 Inserm U1016, Universite´ Paris Descartes, Paris, France
Regulatory T (Treg) lymphocytes play a central role in the control of autoimmune pathol-
ogy. Any alteration in Treg-cell biology in mouse strains used for the study of these
disorders therefore raises the question of its direct link with disease susceptibility. Para-
doxically, in non-obese diabetic (NOD)mice increased numbers of Treg cells develop in the
thymus. In this report we identify a locus of <7 Mbp that quantitatively controls Treg-cell
development in the thymus of the NOD mouse. This ‘Trd1’ region is located centromeric
to the H2 complex on chromosome 17 and does not include genes encoding classical MHC
molecules. The genomic region identiﬁed here contains the Idd16 diabetes susceptibility
locus and the use of congenic mouse strains allowed us to investigate the potential link
between quantitatively altered thymic Treg cells and diabetes susceptibility. Hybrid mice
present similar levels of thymic Treg cells as B6 animals but they developed diabetes
with the same kinetics as NOD mice. Therefore, the increased Treg-cell development in
NOD mice controlled by Trd1 is functionally dissociated from the susceptibility of NOD to
diabetes.
Keywords: Differentiation  Regulatory T (Treg) cells  Thymus  T1D
 Additional supporting information may be found in the online version of this article at thepublisher’s web-site
Introduction
Type I diabetes (T1D) is an autoimmune disease caused by
destruction of insulin-producing pancreatic β cells. How, when,
and why peripheral immunological tolerance is progressively lost
and the disease is initiated, is a matter of investigation. One of
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the major players in the maintenance of peripheral tolerance are
natural occurring CD4+(CD25+)Foxp3+ regulatory T (Treg) cells
[1]. Treg cells can prevent diabetes and even reverse established
pathology in non-obese diabetic (NOD) mice [2–4]. Interestingly,
an age-dependent decline in the in vitro and in vivo function of
NOD CD4+CD25+ Treg cells was reported [5,6]. This conclusion
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was challenged and it was suggested that the decline may reﬂect
contamination of the CD4+CD25+ “Treg” cells with Foxp3− cells
that lack regulatory capacity [7]. However, control of diabetogenic
T-cell activity may still be defective since conventional T (Tconv)
cells from older NOD mice were found to be relatively resistant
to suppression by Treg cells [5, 6, 8]. Importantly, a recent study
showed that the TCR-repertoire of Treg cells may be less diverse
in NOD than in B6 mice [9]. It remains therefore unclear if the
NOD Treg-cell population would have a functional in vivo defect.
Natural Treg cells are generated in the thymus where the pro-
cesses of positive and negative selection shape their autospeciﬁc
TCR repertoire [10]. Two groups have shown quantitative differ-
ences in Treg-cell development in NOD mice [11, 12]. Feuerer
et al. [11] reported increased levels of Treg cells in NOD vs.
B6.H-2g7 thymi. More recently, Yamanouchi et al. [12] showed
that the Idd9.1 diabetes susceptibility locus may quantitatively
modulate thymic Treg-cell levels. Intriguingly, the protective
Idd9.1 locus of B6 origin actually conferred somewhat increased
thymic Treg-cell levels, which contrasts with the ﬁndings by
Feuerer et al. [11] showing higher Treg-cell levels in NOD than in
B6 thymi. These contradictory ﬁndings raised questions concern-
ing the relationship, if any, between the quantitatively increased
generation of Treg cells in the thymus and the role of Treg cells in
the progression to diabetes.
Multiple genetic factors contribute to T1D susceptibility in
humans and in NOD mice. The availability of a large number
of congenic NOD.B6-Idd strains [13] opens the intriguing possibil-
ity to assess the involvement of diabetes susceptibility loci in the
quantitative control of Treg-cell development in NOD mice. We
previously showed that Treg-cell development is quantitatively
controlled by a locus closely linked to the H2 locus on Mouse
chromosome 17 [14]. Based on these ﬁndings, we here investi-
gate if the increased thymic Treg-cell development in NOD mice is
controlled by an H2-linked locus. Finally, we ask if the increased
thymic Treg-cell development in NOD mice is somehow linked to
diabetes susceptibility.
Results
Increased proportions of Foxp3+ CD4+CD8− thymocyte
(CD4SP) Treg cells develop in the thymi of NOD mice
We observed approximately twofold higher proportions of Foxp3+
cells among mature CD4+CD8− (CD4 single positive, CD4SP) cells
in the thymi of young (6 weeks of age) female NOD mice than
in B6 animals (Fig. 1A and B, left). This quantitative variation
could be due either to an increase in Treg-cell numbers or to
a quantitative decrease in Tconv cells. To distinguish between
these two possibilities, we determined the absolute numbers of
CD4SP Foxp3+ cells. Approximately twofold higher numbers of
these cells were found in NOD than in B6 mice (Fig. 1B, right). We
also determined the ratios of Foxp3+ regulatory and Foxp3− con-
ventional CD4SP to their CD4+CD8+ (DP) precursors (Fig. 1C).
Whereas Tconv/DP ratios were similar in NOD vs. B6 mice, a
Figure 1. NOD thymi display relatively elevated proportions of Treg
cells. (A) The expression of indicated markers on freshly isolated thy-
mocytes from B6 and NOD mice was analyzed by ﬂow cytometry.
Upper plots show CD8 vs. CD4 expression on total thymocytes, lower
plots Foxp3 vs. CD25 expression on CD4SP cells electronically gated as
depicted in upper plots. (B) The proportion of Foxp3+ cells amongCD4SP
and numbers of Foxp3+CD4SP per thymus were calculated using the
gates indicated (A). Shown are mean ± SD (data pooled from two inde-
pendent experiments; B6: n = 8; NOD: n = 6). (C) Foxp3+CD4SP/DP and
Foxp3−CD4SP/DP ratios are shown for NOD and B6 thymocytes (mean
values ± SD). **p < 0.01; ns, not signiﬁcant, Mann–Whitney test.
substantially and statistically signiﬁcant higher Treg/DP ratio was
observed in NOD than in B6 mice. These data therefore indicate
that higher numbers of Treg cells are found in NOD than in B6
thymi.
Substantially more Treg cells were also found in thymi of NOD
as compared to B6 one- and four-week-old mice (Fig. 2A), in
agreement with a previous work reporting a higher generation of
thymic Treg cells also in NOD fetal thymus organ cultures [11].
It has been previously shown that mature thymocytes can
divide before emigrating to the periphery [15, 16]. To investi-
gate if greater intrathymic proliferation of CD4+Foxp3+ thymo-
cytes accounts for increased Treg-cell numbers in NOD mice, thy-
mocytes of the two strains were labeled with antibody to Ki67,
a nuclear antigen expressed in dividing cells. The proportion
of Ki67+ cells among Foxp3+ (and Foxp3−) CD4SP thymocytes
was similar in NOD and B6 mice, indicating that differences in
C© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.eji-journal.eu
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Figure 2. Increased Treg-cell generation in NOD thymi as compared
with B6 thymi. (A) The proportion of Treg cells in thymi of 1- and
4-week-old NOD and B6 mice was analyzed by ﬂow cytometry, as indi-
cated in Fig. 1A. Indicated are mean values ± SD (n = 4 mice, data
pooled from two independent experiments). (B) The nuclear expression
of the cell-cycle marker Ki67 was analyzed in electronically gated (as in
Fig. 1A) Foxp3− and Foxp3+ CD4SP thymocytes from NOD and B6 mice.
The expression level of Ki67 in Foxp3− (left) and Foxp3+ (right) CD4SP
is shown (top). The proportion of Ki67+ cells (mean ± SD, n = 5; data
pooled from two independent experiments) among Foxp3− (left) and
Foxp3+ (right) CD4SP cells is shown (bottom). Used electronic gates are
depicted in top panels. ***p < 0.001; ns, not signiﬁcant, Mann–Whitney
test.
proliferation of mature conventional or regulatory CD4SP thymo-
cytes was not responsible for the difference in Treg-cell numbers
(Fig. 2B).
A locus controlling the size of the thymic Treg-cell
compartment maps to a region containing Idd16
Since by using other combinations of inbred mouse strains we pre-
viously identiﬁed a locus quantitatively controlling thymic Treg-
cell development on chromosome 17 [14], we assessed if the same
locus was involved in the quantitative regulation of Treg-cell dif-
ferentiation in NOD mice. To address this question, we ﬁrst ana-
lyzed the proportion of thymic CD25high CD4SP Treg cells in the
congenic mouse strains NOD.B10-H2b and NOD.B6-H2b. These
two congenic lines, that carry the B10- or B6-derived H2 locus
of H-2b haplotype on an NOD genetic background, respectively,
showed a ‘low’ (B6-like) percentage of Treg cells (data not shown).
This observation indicated a major inﬂuence of an H2-linked locus
on the quantitative development of Treg cells. To better deﬁne the
region of interest, we analyzed other recombinant NOD.B6 con-
genic mouse strains [17]. NOD.B6-R76 (R76) mice carry a <20
Mbp B6-derived chromosomal region centromeric to the H2 locus.
These mice displayed low (B6-like) proportions of thymic Foxp3+
CD4SP Treg cells. In contrast, thymocytes from the NOD.B6-R156
(R156) strain, carrying a distinct B6-derived region centromeric
to H2, had high (NOD-like) proportions and numbers of Foxp3+
CD4SP Treg cells (Fig. 3A and B). Peripheral percentages and
numbers of Treg cells were comparable in all the strains analyzed
(Supporting Information Fig. 1).
In conclusion, a ≤20 Mbp long region centromeric to the H2
complex on mouse chromosome 17 harbors a gene (or multiple
genes) that quantitatively controls Treg-cell development. Inter-
estingly, the Trd1 locus contains the diabetes susceptibility locus
Idd16. The locus on chromosome 17 controlling Treg-cell devel-
opment previously reported by us was located telomeric of H2 and
is therefore clearly distinct from the one we report here [14].
NOD and R76 Treg cells display similar suppressive
properties
It was previously shown that R76 congenic mice develop diabetes
with delayed kinetics when compared with those of NOD animals
[17]. To analyze whether changes in Treg-cell development may
somehow be linked to diabetes by inﬂuencing Treg-cell function in
the periphery, we compared NOD and R76 Treg-cell suppressive
activity in vitro. We puriﬁed NOD and R76 CD4+CD25high CD127−
splenic Treg cells and analyzed their capacity to inhibit prolifer-
ation of CD4+CD25−CD127+ splenic Tconv cells induced with
plate-bound anti-CD3ε antibody. As shown in Supporting Infor-
mation Fig. 2, NOD and R76 Treg cells inhibited proliferation of
NOD and R76 Tconv cells with similar efﬁciency. Together, these
data show that the intrinsic suppressive function of Treg cells and
the sensitivity of Tconv cells to Treg-cell–mediated suppression
are similar in NOD and R76 mice.
Similar TGF-β–mediated induction of
Foxp3-expression in NOD and R76 T cells
We next wished to investigate if increased differentiation of Treg
cells in NOD (as comparedwith that of R76)mice, found in the thy-
mus, could also be observed upon Tconv cells stimulation in pres-
ence of TGF-β. We therefore isolated B6, NOD, and R76 splenic
Tconv cells and stimulated them in vitro in presence of TGF-β.
As shown in Supporting Information Fig. 2B and C, a comparable
percentage of B6, NOD, and R76 T cells expressed Foxp3 after
in vitro culture. In contrast to the similarly efﬁcient induction of
Foxp3 expression by TGF-β, it has recently been shown that thus
generated NOD (but not B6) Treg cells are functionally defec-
tive [18]. The molecular basis of this impaired function correlated
with a decreased expression of a cluster of genes in NOD (as
compared to B6) Treg cells, including CD122 [18]. We therefore
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Figure 3. A locus on chromosome 17 controls the proportion of Treg
cells developing in NOD vs. B6 mice. (A) Thymocytes from the indi-
cated mouse strains were analyzed by ﬂow cytometry as shown in
Figure 1A. The proportion of Foxp3+ Treg cells among CD4SP is shown
(mean values ± SD, B6: n = 8; NOD: n = 6; R156: n = 7; R76: n
= 13; R115: n = 11; (NODxR115) F1: n = 4 mice; data pooled from
three independent experiments). Asterisks indicate statistical signif-
icance of the difference between concerned mouse strains and NOD
mice. ***p < 0.001; **p < 0.01; ns, not signiﬁcant, Mann–Whitney test.
(B) Numbers of Foxp3+CD4SP per thymus were calculated using the
gates indicated in Figure 1A. Shown are mean values ± SD (data pooled
from two independent experiments; R156: n = 4; R76: n = 4; R115:
n = 4; (NODxR115) F1: n = 4 mice). *p < 0.05 Mann–Whitney test.
(C) Genetic mapping of introgressed B6 regions in indicated NOD.B6
congenic mouse strains was performed using indicated markers. Phys-
ical distance (in megabases) was retrieved from Mouse Genome Infor-
matics (available from www.informatics.jax.org). Markers belonging to
the chromosomal region introgressed into the recipient strains in con-
genic lines are indicated in bold. Dotted region delimitates Trd1.
compared CD122 expression upon TGF-β induced in vitro conver-
sion of B6, NOD, and R76 CD4+CD25− splenic T cells. Expression
of CD122 was higher on B6 as compared to NOD Foxp3+ T lym-
phocytes (Supporting Information Fig. 2D), conﬁrming the earlier
report. Importantly, we did not ﬁnd any difference between CD122
expression of NOD vs. R76 CD4+ splenocytes upon stimulation in
the presence of TGF-β. Taken together, these data therefore indi-
Figure 4. Functional dissociation between altered Treg-cell develop-
ment and diabetes susceptibility. Spontaneous development of dia-
betes in NOD, R115, and (NODxR115)F1 mice was assessed by mea-
surement of glycosuria (NOD: n = 15; R115: n = 12; and (NODxR115)F1:
n = 15; data pooled from three independent experiments). Statistical
analysis of differences between the curves was determined by log-rank
test: R115 vs. NOD *p < 0.05; R115 vs. F1(NODXR115) ***p = 0.001; NOD
vs. F1(NODxR115) ns.
cate that genetic networks that control peripheral induction of
functional Treg cells are distinct from the Trd1 locus.
Increased Treg-cell development and diabetes
susceptibility are functionally dissociated
The introgressed B6 chromosomal region in R76 mice contains
the Idd16 susceptibility locus [17]. As compared to NOD mice,
the NOD.B6-R76 congenic mouse strain develops diabetes with
delayed kinetics [17]. Our data therefore show that the same
genetic locus controls thymic Treg-cell development and diabetes
susceptibility. This overlap between Idd16 and Trd1 raised the
intriguing possibility that these two processes, diabetes and Treg-
cell development, are somehow functionally linked. To address
this issue, we analyzed the NOD.B6-R115 (R115) congenic line,
carrying the at-present smallest B6-derived Idd16 locus [17]
(Fig. 3C). As shown in Fig. 3A the proportion of Treg cells devel-
oping in the thymus of R115 mice is lower than in NOD mice
and comparable to that in B6 animals, allowing us to further
reduce the size of the Trd1 locus to ≤6.32 Mbp. We next assessed
if the NOD or B6 Trd1 allele is dominant. (NODxR115)F1 thy-
mocytes displayed low and therefore B6-like proportions and
numbers of thymic Foxp3+ Treg cells, indicating that the R115
(i.e., B6) allele is dominant (Fig. 3A and B). If the decreased Treg-
cell development in R115 mice were functionally linked to dia-
betes susceptibility, then also the relative resistance of R115 mice
to diabetes should be genetically dominant. To test this possibil-
ity, we analyzed the development of diabetes in (NODxR115)F1
mice. These mice developed diabetes with kinetics similar to NOD
mice (Fig. 4). Therefore, whereas for the thymic Treg-cell phe-
notype the B6 allele is dominant, for diabetes susceptibility the
NOD allele is dominant. These data therefore demonstrate that
diabetes susceptibility of NOD mice is not functionally linked to
the increased Treg-cell development observed in these animals.
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Trd1 contains 108 genes, for 40 of them NOD and B6 coding
sequences are available. In silico comparison of NOD and B6
coding regions showed nonsynonymous mutations in four genes:
Pacsin1, Def6, 4930539E08Rik, and RAB44; and synonymous
mutations in six other genes: MAPK14, Brpf3, Pnpla1, Stk38,
Cdk1, and Cpne5 (Supporting Information Table 1).
Discussion
In this report we identify a locus of<7Mbp that quantitatively con-
trols Treg-cell development. This region, which we named Trd1, is
located on chromosome 17 centromeric to the H2-locus and is suf-
ﬁcient for the paradoxically and substantially increased number
of Treg cells in the NOD thymus as compared with that in the B6
thymus. Importantly, whereas Trd1 and the diabetes-susceptibility
locus Idd16 overlap, distinct genetic controls are involved, which
strongly suggests that the increased Treg-cell development in
NOD mice is functionally dissociated from their susceptibility to
diabetes.
Two other quantitative trait loci (QTL) implicated in the
increased Treg-cell differentiation in NOD mice have previously
been described, one on chromosome 1 and the other on chromo-
some 11 [11]. These QTL, responsible for less than 30% of the
variance, were identiﬁed using (NODxB6-H2g7)F2 progeny. The
locus we mapped on chromosome 17, Trd1, is closely linked to H2
and distinct from the loci identiﬁed by Feuerer et al. [11]. Trd1
fully explains the difference between NOD and B6 or B10 mice.
The discrepancy between both studies may be explained by the
phenotype analyzed, generation of Treg cells through fetal organ
culture in the paper by Feuerer et al. [11], and underscores the
complexity of the trait studied.
Trd1 does not contain the genes encoding antigen-presenting
MHC class (I and) II molecules that are located telomeric to
the Trd1 region. It therefore appears that these molecules are
not involved in the quantitative difference of Foxp3+ CD4SP
Treg-cell development in NOD vs. B6 mice. Also in different strain
combinations we previously showed that Treg-cell development is
controlled by MHC-linked genes distinct from the classical MHC
class II genes [14].
It has previously been hypothesized that NOD DP thymocytes
have a lower activation threshold than B6 DP cells, resulting in a
more efﬁcient induction of the MAPK pathway and in an increased
positive selection of developing T cells [19]. Of interest, several
genes encoding molecules implicated in TCR signal transduction
are found in Trd1, such as Ubash3a, Mapk14, Def6, and Stk38.
Fine-tuning of the TCR signaling cascademay therefore be affected
by a differential regulation of one of these components, resulting in
a greater sensitivity to positive selection of NOD vs. B6 and R115
thymocytes thus potentially explaining the higher generation of
Treg cells observed in the NOD strain of mice.
Alternatively, lineage commitment of Treg cells may be altered
in NOD mice. Transcription factors playing a role in Foxp3
induction may be differentially regulated in NOD vs. B6 strains.
Trd1 contains several genes encoding transcription factors of yet
unclear function. One of them, Btbd9 is a transcription factor con-
taining a POZ domain. Two other members of this family have
been described, ThPok and PLZF, implicated, respectively, in CD4
[20] and NKT lineage commitment [21] turning Btbd9 into a can-
didate for the control of Treg-cell lineage choice.
The Trd1 locus, as it is currently deﬁned, contains Idd16,
raising the intriguing possibility that the altered thymic Treg-cell
differentiation in NOD vs. B6 mice may be linked to diabetes sus-
ceptibility. However, whereas hybrid mice display similarly low
levels of Treg cells as B6 mice, they are as susceptible to diabetes
as NOD animals. Together, these data therefore strongly suggest
that the altered Treg-cell development caused by the Trd1 region
is functionally dissociated from diabetes onset and progression.
The genes involved in Treg-cell development and diabetes suscep-
tibility are therefore probably, but not necessarily, distinct. Other
genetic loci controlling the altered Treg-cell development in NOD
vs. B6 mice have been identiﬁed [11] but they do not correspond
to diabetes susceptibility loci. It appears therefore very unlikely
that the quantitatively altered Treg-cell development in NOD mice
plays a major role in diabetes susceptibility.
In conclusion, we have identiﬁed a locus that quantitatively
controls thymic Treg-cell development. The atypically high levels
of Treg cells developing in NOD mice appear functionally dis-
sociated from their susceptibility to diabetes. Identiﬁcation of
the responsible genes and mechanisms will shed light on the
still incompletely deﬁned processes involved in the quantitative
control of Treg-cell development in the thymus and potentially on
commitment of precursors to the Treg-cell lineage.
Materials and methods
Mice
All mice were females of 6–8 weeks. C57BL/6N (B6) mice were
purchased from Janvier (Le Genest St Isle, France), C57BL/10
(B10) and NOD strains from Charles River (Les Oncins, France),
MHC◦, C57BL/6, NOD.B6-R76 (R76), NOD.B6-R156 (R156), and
NOD.B6-R115 (R115) mice were bred in our facilities. All exper-
iments involving animals were performed in compliance with the
relevant laws and institutional guidelines (INSERM; approval #
31–13, ethical review # MP/02/32/10/03).
Antibodies
The following antibodies and secondary reagents were
used for phenotypic analysis: PE-Cy7, Paciﬁc Blue, and
allophycocyanin-labeled anti-CD4 (GK1.5), FITC, AlexaFluor
700, and allophycocyanin-labeled anti-CD8 (53.6.7), PE,
PE-Cy7 and allophycocyanin-labeled anti-CD25 (PC61),
PE, and allophycocyanin-labeled anti-TCR (H57), PE, and
allophycocyanin-labeled Foxp3 (FJK-16s), biotin-labeled anti-
CD122 (5H4), biotin-labeled CD127 (A7R34), (eBioscience, San
C© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.eji-journal.eu
Eur. J. Immunol. 2013. 43: 1356–1362 Molecular immunology 1361
Diego, CA, USA), PE-labeled Ki67 (B56) (BD Bioscience, NJ,
USA).
Microsatellite markers and genotyping
Genomic DNA was prepared from tail tips using High Pure PCR
Template Preparation kit (Roche, Basel, Switzerland). Microsatel-
lite markers are referenced in the Mouse Genome Database,
release 3.5 (available from www.informatics.jax.org). PCR ampli-
ﬁcations were performed in a T3 thermocycler (Biometra,
Go¨tingen, Germany) in 20 volumes using 100 ng genomic DNA,
0.2 μg of each primer (Sigma-Proligo, The Woodlands, TX, USA),
1X PCR reaction buffer (Qbiogen, Illkrich, France), 0.5 U Taq
DNA polymerase, 3 mM MgCl2, 0.2 mM of each dNTP. The PCR
products were size-fractionated on 4% agarose (Resophor, Euro-
bio, Les Ulis, France) and visualized by UV light after staining with
ethidium bromide.
Diabetes development
Development of diabetes was determined by assessment of gly-
cosuria. Animals were considered affected if their glycosuria was
≥0.5 g/dL in two consecutive tests.
In vitro inhibition assays
Erythrocyte-depleted splenocytes were incubated with a mix-
ture of the following rat mAbs: anti-FcγRII/III (2.4G2), anti-
CD8 (53.6.7), anti-MHC class II (M5), and anti-B220 (RA3–
6B2). Labeled cells were eliminated using Dynabeads coated
with sheep anti-rat IgG (Dynal Biotech). The resulting popula-
tion was labeled with anti-CD127-biotin and CD127+ cells were
depleted using anti-biotin microbeads and LD column (Myltenyi,
Cologne, Germany). CD127− T cells labeled with anti-CD25-
PE mAb were enriched using anti-PE microbeads and MS col-
umn (Myltenyi); >94% pure CD127−CD25+CD4+ Treg cells and
CD127−CD25−CD4+ Tconv cells were routinely obtained; 5 ×
104 CD127−CD25−CD4+ T cells were cultured for 3 days in
the presence of 5 × 105 MHC-deﬁcient irradiated splenocytes,
anti-CD3ε mAb 2C11 (1 μg/mL), and titrated concentration of
CD127−CD25+CD4+ T cells. 3H-thymidyne (1μCi) was added
during the last 16 h of culture.
In vitro induction of Foxp3-expression
Erythrocyte-depleted splenocytes were incubated with a mix-
ture of the following rat mAbs: anti-FcγRII/III (2.4G2), anti-
CD8 (53.6.7), anti-MHC class II (M5), and anti-B220 (RA3–6B2).
Labeled cells were eliminated using Dynabeads coated with sheep
anti-rat IgG (Dynal Biotech). The resulting population was labeled
with anti-CD25-PE and CD25+ cells were depleted using anti-PE
microbeads and LD column (Myltenyi); 2.5 × 105 of CD4+CD25−
T cells (routinely >90% pure) were cultured for 4 days in the
presence of 3 ng/mL of TGF-β and plastic bound anti-CD3ε and
anti-CD28, coated at 5 and 1 μg/mL, respectively; 30 U/ml of IL-2
were added after day 2 of culture.
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Les lymphocytes T régulateurs Foxp3+ (Tregs) jouent un rôle essentiel dans le 
maintien de l’homéostasie immunitaire et préviennent ainsi les maladies auto-immunes et 
inflammatoires chroniques. Comme les autres lignées de lymphocytes T, les Tregs se 
développent dans le thymus. Or, le répertoire des Tregs est enrichi en cellules auto-
spécifiques, contrairement à celui des lymphocytes T conventionnels (Tconvs). Les critères 
du développement de ces deux populations sont donc différents et restent à être élucidés. 
Notre équipe a montré que le développement des Tregs est quantitativement contrôlé 
par des facteurs autres que la spécificité de leurs précurseurs. Afin d’identifier les mécanismes 
impliqués dans cette régulation, nous avons entrepris une étude du développement des Tregs 
dans des souris rapporteurs dans lesquelles le temps révolu depuis la sélection positive d’une 
cellule T peut être évalué. Notre équipe a pu montrer que les Tregs nouvellement développés 
restaient plus longtemps dans le thymus que les Tconvs. Or, nous avons également observé 
qu’une partie très importante des Tregs a passé une période beaucoup plus importante depuis 
sa sélection positive. L’origine de ces Tregs plus ancienne reste inconnue : Ils peuvent être 
des cellules résidentes du thymus ou des cellules recirculantes de la périphérie. Nous avons 
analysé le répertoire des TCR exprimés par ces cellules et avons observé que des événements 
de contraction et d’expansion périphériques étaient reflétés dans le thymus. Les Tregs plus 
anciens avaient également un phénotype activé trouvé dans la périphérie. Dans le thymus de 
souris dans lesquelles les lymphocytes T CD4+ étaient spécifiquement déplétés en périphérie, 
la proportion de Tregs plus anciens était fortement réduite. Collectivement ces résultats 
montrent que la majorité des Tregs thymiques plus anciens sont des cellules recirculantes 
provenant de la périphérie. Parallèlement, nous avons détecté dans les thymi humains des 
Tregs effecteurs activés et différenciés provenant de la périphérie. Chez la souris, nous avons 
observé que les récepteurs aux chimiokines, notamment CXCR4, étaient impliqués dans la 
recirculation des Tregs périphériques dans le thymus. Enfin, nous avons étudié les 
conséquences potentielles de la recirculation des Tregs périphériques. Nous avons observé 
que, avec l’âge, la proportion des Tregs totaux dans le thymus restait constante. Or la 
proportion de Tregs recirculants augmentait et celle des cellules qui se développent 
nouvellement diminuait. Chez les souris dans lesquelles il n’y avait pas de recirculation, nous 
avons observé une augmentation importante du développement des Tregs dans le thymus. 
Dans un système de culture in vitro de lobes thymiques, l’ajout de Tregs matures issus de la 
périphérie inhibait le développement des Tregs. L’ensemble de ces résultats montre que les 
Tregs recirculants inhibent le développement des Tregs dans le thymus. 
En conclusion, nos résultats démontrent que, suite à leur activation, les Tregs 
périphériques peuvent recirculer dans le thymus et y inhiber le développement de nouveaux 
Tregs. Avec l’âge, l’augmentation importante de la proportion des Tregs recirculants restreint 
davantage le nombre de Tregs générés dans le thymus. 
Les lymphocytes T régulateurs périphériques qui recirculent dans le thymus inhibent le 
développement de leur précurseurs 
